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Riassunto 
La regolazione dell’espressione di geni specifici della linea 
germinale e la repressione traduzionale di RNA messaggeri 
immagazzinati in ovociti, spermatociti e spermatidi, assicurano un 
regolare svolgimento delle varie fasi della gametogenesi e 
garantiscono la distribuzione corretta di proteine negli appropriati 
stadi di sviluppo embrionale. Nel citoplasma degli ovociti di Xenopus, 
il mascheramento degli RNA avviene tramite il loro 
immagazzinamento sottoforma di ribonucleoproteine (RNP) che 
costituiscono fino al 5% della massa proteica totale. Le proteine 
mRNP3 e mRNP4/FRGY2 (Frog Y-box 2), appartenenti alla famiglia 
Y-box, intervengono nella stabilizzazione degli mRNA immagazzinati 
nel citoplasma degli ovociti di Xenopus, reprimendone la loro 
traduzione tramite la formazione di complessi RNP. FRGY2 contiene 
due domini in grado di legare gli acidi nucleici: il primo, detto CSD 
(Cold Shock Domain), posto in posizione amino-terminale, è un 
dominio conservato capace di riconoscere sequenze specifiche di 
RNA; il secondo, in posizione carbossi terminale, si lega invece in 
maniera non selettiva all'RNA. Il gene MSY2, isolato in topo, è 
l’omologo di FRGY2 nei mammiferi. Esso risulta implicato sia nella 
regolazione della trascrizione di geni testicolo-specifici sia nella 
repressione della traduzione di messaggeri espressi durante la 
spermatogenesi. Negli ovociti, MSY2 contribuisce alla stabilizzazione 
e alla regolazione traduzionale degli mRNA materni durante le fasi 
embrionali precoci. 
Il sistema di studio che ho utilizzato è rappresentato da un 
gruppo di anfibi anuri appartenenti al Rana esculenta complex, al 
quale .appartengono le due specie pure Rana ridibunda e Rana 
lessonae dal cui incrocio naturale deriva l’ibrido fertile Rana 
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esculenta. Questo complesso è caratterizzato dal possedere una 
peculiare ed interessante modalità riproduttiva definita ibridogenesi. 
Nelle cellule germinali dell’ ibrido Rana esculenta, i cromosomi di R. 
lessonae sono eliminati prima della meiosi e quelli di R. ridubunda 
subiscono una duplicazione premeiotica e/o meiotica, dando luogo a 
gameti aploidi funzionali, contenenti il genoma non ricombinato di R. 
ridibunda. Nonostante che non siano ancora stati chiariti i meccanismi 
cellulari e/o molecolari che regolano l’ibridogenesi, è stato osservato 
un alterato differenziamento delle cellule germinali degli ibridi 
rispetto alle specie parentali.  
Allo scopo di intraprendere un’analisi molecolare della 
gametogenesi sia delle due specie parentali che dell’ibrido 
ibridogenetico, nel corso del mio lavoro di tesi ho isolato e 
caratterizzato in Rana lessonae un gene omologo alla famiglia Y-box. 
Utilizzando oligonucleotidi degenerati disegnati sul dominio CSD ho 
effettuato esperimenti di RT-PCR su RNA estratto da ovario di 
esemplari adulti, che mi hanno permesso di isolare un clone parziale 
di cDNA omologo a FRGY2. Il cDNA è stato completato tramite 
esperimenti di 5' RACE e 3' RACE. Infine utilizzando oligonucleotidi 
specifici disegnati nelle regioni 5' e 3' UTR ho così isolato il  cDNA 
"full lenght" che è stato denominato RlYB2. L’analisi della sequenza 
nucleotidica mostra che RlYB2 contiene i due domini conservati di 
legame agli acidi nucleici tipici della famiglia Y-box. 
Utilizzando come sonda il cDNA completo ho intrapreso 
l'analisi del pattern di espressione di RlYB2. Tecniche di ibridazione in 
situ whole mount e su sezioni effettuate sia in paraffina che al 
criostato hanno evidenziato che RlYB2 è espresso in ovociti a stadi 
precoci di ovogenesi. Questo risultato è infatti confermato con saggi 
 9
di RT-PCR che mostrano come  l’espressione sia limitata agli ovociti 
a stadi I-III sia nelle specie parentali che nell'ibrido.  
Esperimenti di RT-PCR effettuati su RNA estratto da alcuni 
tessuti di esemplari adulti mostrano che il trascritto RlYB2 è presente 
solo nei tessuti germinali ma non in quelli somatici analizzati. 
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Abstract 
Regulation of gem cell specific gene expression and 
translational repression of mRNAs stored in oocytes, spermatocytes 
and spermatids act together to guarantee the correct deliver of proteins 
to appropriate developmental stages. In cytoplasm of Xenopus 
oocytes, masking of mRNAs involves their storage in 
ribonucleoproteins (RNPs) representing about 5% of total proteins. In 
Xenopus oocytes, mRNP3 e mRNP4/FRGY2 (Frog Y-box 2) of Y-box 
family, play a fundamental rule in stabilization and translational 
repression of mRNAs, by forming RNP complexes with they. FRGY2 
contains both an N-terminal nucleic acid binding cold shock domain 
(CSD), which is well conserved between prokaryotic and eukaryotic 
organisms and a C-terminal domain with islands of basic/aromatic and 
acidic amino acids containing sites of phosphorylation. These domains 
seem to be implicated in mechanisms of translational repression. 
Mouse MSY2, the mammalian homologue of Xenopus FRGY2, is 
required for both transcription of testis specific genes and for 
translational repression of paternal mRNAs. MSY2 is also expressed 
in oocytes, wherein it contributes to stabilization and translational 
regulation of maternal mRNAs during early embryonic stages. I have 
used as a model system green frogs belonging to Rana esculenta 
complex, comprising Rana ridibunda, Rana lessonae and the natural 
hybrid Rana esculenta. A more general biological interest in these 
frogs stems from the frequent presence of hybridogenetic interspecific 
hybrid lineages. In germ line of Rana esculenta, the R. lessonae 
chromosomes are excluded before meiosis, the remaining R. ridibunda 
ones are endoreduplicated and two apparently normal meiotic 
divisions result in genetically identical unrecombined haploid R. 
ridibunda gametes. Nevertheless the cellular and molecular 
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mechanisms of this peculiar gametogenesis in the hybridogenetic 
hybrids are unknown. During my thesis, I identified and characterized 
in R. lessonae a gene belonging to Y-Box family. By using RT-PCR 
experiments on gonadal tissues with degenerated primers designed on 
CSD domain, I isolated a partial cDNA clone, homologous to FRGY2, 
that I completed by 5’and 3’ RACE experiments. Using sequence 
specific primers, designed on 5’ and 3’ UTRs, I isolated a full length 
clone that was called RlYB2. The nucleotide sequence analysis showed 
that RlYB2 contained the two domains of binding to nucleic acids, 
typical of Y-Box family. I performed an analysis of RlYB2 expression 
pattern using the full length clone as a probe. Whole mount and on 
section in situ hybridizations have shown that RlYB2 was expressed in 
oocytes at early stages of oogenesis. These results were confirmed by 
RT-PCR assays on oocytes at different developmental stages, showing 
that RlYB2 transcript was present in stage I and II oocytes. 
RT-PCR experiments on RNA extracts from tissues of adult 
specimens showed that RlYB2 was expressed only in germinal tissues 
but not in somatic ones. 
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1.1 La famiglia Y-box 
 
La regolazione dell’espressione di geni specifici della linea 
germinale e la repressione traduzionale di RNA messaggeri, 
immagazzinati in ovociti, spermatociti e spermatidi, assicura non solo 
un regolare svolgimento delle varie fasi della gametogenesi ma anche 
la corretta distribuzione delle proteine negli appropriati stadi di 
sviluppo embrionale. 
In molte specie animali, gli ovociti nei primi stadi di sviluppo 
contengono un pool di mRNA immagazzinati nel citoplasma come 
ribonucleoproteine (RNP), che sono associati con proteine del tipo 
“RNA-binding” le quali impediscono la loro traduzione. Questa 
condizione viene definita mascheramento dei messaggeri.  
Studi condotti su ovociti di varie specie hanno suggerito 
possibili meccanismi per la regolazione traduzionale di molti mRNA 
materni (Vassalli e Stutz, 1995). Generalmente cambiamenti nei livelli 
di traduzione degli mRNA sono associati  a cambiamenti nella 
lunghezza della coda di poli(A): in particolare un aumento della 
lunghezza della coda è associato con un aumento della traduzione 
mentre il blocco della traduzione è associato con una riduzione o una 
rimozione della coda di poli(A) (Stutz et al., 2006).  
La traduzione di mRNA mascherati è controllata da sequenze 
agenti in cis poste nella regione 3’ UTR. Esse sono coinvolte sia 
nell’allungamento della coda di poli(A) che nell’attivazione della 
traduzione. Queste sequenze contengono al loro interno elementi 
conservati, come un esanucleotide AAUAAA che viene riconosciuto 
da proteine coinvolte nel meccanismo di poliadenilazione e una 
sequenza ricca di U chiamata CPE (elemento di poliadenilazione 
citoplasmatica) (Richter, 1995; Osborne e  Richter, 1997). Proteine 
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che interagiscono con le sequenze CPE o con l’esanucleotide 
AAUAAA sono state isolate negli ovociti sia di Xenopus che di topo  
(Mc Grew e Richter, 1990; Hake e Richter, 1994; Wu et al., 1997). 
Sebbene gli elementi coinvolti nella poliadenilazione citoplasmatica 
siano stati progressivamente identificati, il meccanismo con il quale la 
poliadenilazione agisce sul controllo della traduzione non è stato 
ancora chiarito (Stutz et al., 2006). 
Si ritiene che il mascheramento possa avvenire in momenti 
diversi della maturazione ovocitaria: in particolare, quegli mRNA che 
vengono tradotti durante la maturazione meiotica o dopo la 
fecondazione, sono mascherati subito dopo la loro trascrizione, mentre 
altri mRNA vengono mascherati durante la maturazione meiotica 
(Huarte et al., 1992; Robbie et al., 1995). Un esempio è rappresentato 
dal “tissue-type plasminogen activator” (tPA) mRNA che, prima della 
maturazione meiotica presenta una coda più corta che  porta come 
conseguenza al suo mascheramento, durante la maturazione meiotica 
il  messaggero del tPA va incontro ad un allungamento della coda di 
poli(A) che lo rende potenzialmente attivo per la trascrizione. Un 
ruolo importante in questi processi è ricoperto dalle regioni ricche in 
UA presenti al 3’UTR e dal segnale AAUAAA (Stutz et al., 2006).  
La regolazione della traduzione di certi RNA messaggeri 
sembra essere una diretta conseguenza dell’interazione proteina/RNA 
a livello del 3’UTR del trascritto, indipendentemente dalla lunghezza 
della coda di poli(A) (Standart e Jackson, 1994; Decker e Parker, 
1995; Murata e Wharton, 1995). In estratti di ovociti immaturi di topo, 
la delezione della regione 3’ UTR degli RNA messaggeri  della 
ribonucleotide reduttasi e della ciclina A impedisce il loro 
mascheramento da parte di una proteina di 82 kDa dando quindi inizio 
alla traduzione (Standart et al., 1990). 
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Recentemente è stato scoperto che alcune sequenze a livello del 
3’UTR di mRNA “dormienti” di tPA sono in una configurazione 
mascherata (Sturtz et al., 1997). Esperimenti di ibridazione condotti 
con oligonucleotidi antisenso complementari a sequenze endogene del 
trascritto hanno messo in evidenza la presenza di due regioni protette 
rappresentate dalla sequenza ACE (adenilation control element) e 
dall’esanucleotide AAUAAA. Con la ripresa della meiosi tali regioni 
vengono rese disponibili per l’ibridazione. Questo smascheramento, 
che avviene in concomitanza del processo di elongazione della catena 
di poli(A) e prima che la traduzione abbia luogo, rappresenta la 
liberazione da un meccanismo che rende il messaggero non traducibile 
in ovociti ai primi stadi di sviluppo. In conclusione i meccanismi di 
mascheramento e il metabolismo della coda di poli(A) cooperano nel 
controllare la traduzione di mRNA materni in ovociti di mammiferi. 
Studi compiuti su organismi modello hanno messo in evidenza che 
proteine appartenenti alla famiglia Y-box giuocano un ruolo 
importante in questi meccanismi regolatori (Sommerville e Lodomery, 
1996). 
Le proteine Y-box sono presenti in numerose specie sia di 
Vertebrati che di invertebrati (figura 2). Tutti i membri di questa 
famiglia presentano in posizione N-terminale uno o più domini di 
legame agli acidi nucleici, detti CSD (cold shock domain), costituiti 
da cinque foglietti β (figura 1 ) (Sommerville e Lodomery, 1996). 
Ogni dominio CSD contiene due motivi altamente conservati RNP-1 e 
RNP-2 che sono essenziali per il legame alle molecole di RNA (Siomi 
e Dreyfuss, 1997). 
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Figura 1: Modello della struttura del dominio CSD 
di legame agli acidi nucleici 
                 
 
 
Figura 2: Rappresentazione schematica dell’organizzazione strutturale di 
proteine Y-box presenti in varie specie di Vertebrati e invertebrati (da 
Sommerville and Lodomery 1996) 
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 Alla famiglia Y-Box appartengono due sottofamiglie:  
• Y-Box1 (YB-1) 
• Y-Box2 (YB-2) 
 
Sottofamiglia YB-1 
Le proteine della sottofamiglia YB-1 rappresentano le proteine 
di legame agli acidi nucleici più conservate durante l’evoluzione. Esse 
sono membri della superfamiglia delle proteine Y-box e svolgono una 
varietà di funzioni cellulari come la regolazione della traduzione e 
della trascrizione, la riparazione del DNA e la resistenza alle droghe 
(Kohno et al., 2003). 
Tutti i membri della sottofamiglia YB-1 presentano due domini 
di legame agli acidi nucleici: un dominio CSD in posizione N-
terminale e un domino ricco in Arg in posizione C-terminale. I domini 
CSD presentano una preferenza di legame per sequenze a singolo 
filamento ricche in pirimidine (Klocks et al., 2002). I membri della 
famiglia YB-1 sono in grado di promuovere o reprimere la traduzione 
seguendo un meccanismo concentrazione dipendente: essi diventano 
dei repressori della traduzione ad alte concentrazioni mentre a basse 
concentrazioni tendono a promuovere la traduzione (Ruzanov, 1999). 
Geni appartenenti alla sottofamiglia YB-1 sono stati isolati e  
studiati in diversi organismi modello: 
 
• Ypsilon Schachtel (Drosophila) 
Ypsilon Schachtel è una proteina Y-Box isolata in Drosophila 
da un complesso RNP ovocitario. Yps mostra maggiore omologia con 
la sottofamiglia YB-1 (Wilhelm, 2000). Ypsilon Schachtel è 
localizzata nelle uova di Drosophila insieme alla proteina Exuperantia 
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(Exu) a cui, come dimostrato da studi di immunoprecipitazione, 
sembra direttamente legata e insieme alla quale forma un complesso 
contenente l’mRNA di Oskar (Wilhelm, 2000). Ricordiamo che Oskar  
è un gene materno che durante lo sviluppo di Drosophila ha due 
funzioni: la determinazione del destino delle cellule germinali e la 
determinazione della polarità posteriore (Lehmann, 1994). 
Exuperantia risulta legata anche ad Orb,  una proteina deputata alla 
regolazione della localizzazione e della traduzione dell’mRNA di 
Oskar. Ne risulta quindi che queste tre proteine e l’mRNA di Oskar 
interagiscono per tutta la durata dell’ovogenesi (Wilhelm, 2000). Yps 
e Orb legano competitivamente l’mRNA di Oskar dando luogo a 
effetti opposti: Yps funge da repressore mentre Orb da promotore 
della traduzione (Mansfield et al., 2002). Recenti studi ipotizzano che 
l’mRNA di Oskar non sia l’unico messaggero ad essere legato da Yps; 
l’ipotesi più attendibile è che Yps leghi un numero limitato di mRNA 
e che Exuperantia conferisca a Yps la specificità di legame per 
l’mRNA di Oskar (Mansfield et al., 2002).  Oltre alla sua espressione 
nelle cellule germinali femminili, Yps è espresso anche nei testicoli ed 
in alcuni tipi cellulari somatici (Thieringer, 1997; Wilhelm, 2000).  
 
• DjY1 (Dugesia japonica) 
 DjY1 è stato isolato e caratterizzato in planarie asessuate. Esso 
e’ specificatamente espresso nei siti di rigenerazione a livello del 
blastema facendo supporre che DjY1 sia coinvolto nei processi 
rigenerativi e sia implicato nella regolazione della traduzione di 
mRNA specifici durante il differenziamento di vari tipi cellulari 
(Salvetti et al., 1998). 
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• DeY1 (Dugesia etrusca) 
DeY1 è un membro della famiglia Y-Box isolato in planarie 
sessualmente mature. E’espresso nel nucleo degli spermatogoni, a più 
alti livelli nel nucleo e nel citoplasma di spermatociti e nel citoplasma 
degli spermatidi, è del tutto assente negli spermatozoi e nelle cellule 
germinali femminili. E’ stato ipotizzato che DeY1 sia implicato nella 
regolazione trascrizionale durante la spermatogenesi e nella 
modulazione della traduzione (Salvetti et al., 2002). 
 
• YB1 (Homo sapiens) 
YB-1 è abbondantemente e ubiquitariamente espressa in tipi  
cellulari diversi essendo coinvolta in numerosi processi biologici. Essa 
infatti prende parte ai processi di riparazione del DNA, alla 
proliferazione cellulare e ai processi di trascrizione e traduzione 
(Fukuda et al., 2004). La concentrazione di YB-1 è regolata da un 
processo di autoregolazione della traduzione del suo mRNA attraverso 
le sequenze al 5’-UTR (Fukuda et al., 2004).  
 
 
Sottofamiglia YB-2 
I membri di questa sottofamiglia presentano domini CSD posti 
in posizione N-terminale e isole di aminoacidi basici/aromatici e di 
aminoacidi acidi posti in posizione C-terminale. La fosforilazione di 
alcuni di questi residui aminoacidici è implicata nella repressione 
della traduzione (Kick et al., 1987; Murray et al., 1991). 
Geni appartenenti a questa sottofamiglia sono stati identificati e 
caratterizzati in diversi organismi modello: 
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• FRGY2 (Xenopus) 
FRGY2 fu identificato per la prima volta come fattore di 
trascrizione specificamente espresso in ovociti di Xenopus, dove si 
lega a elementi regolatori di promotori di geni espressi durante 
l’ovogenesi. Esperimenti in vitro dimostrano infatti che FRGY2 si 
lega al promotore di hsp70 stimolandone la trascrizione in estratti 
derivati da uova di Xenopus (Tafuri e Wolffe, 1990; Tafuri e Wolffe, 
1992; Yang et al., 2005). In seguito è stato dimostrato che FRGY2 è 
una proteina multifunzionale perché è in grado di legare sia il DNA 
che l’RNA, in maniera analoga al TFIIIA nella sintesi del RNA 
ribosomale 5S (Wolffe e Brown, 1988). TFIIIA infatti associandosi al 
DNA 5S, ne attiva la trascrizione e successivamente, associandosi al 
trascritto, ne consente l’accumulo. FRGY2 contiene due domini in 
grado di legare gli acidi nucleici. Il primo é un domino conservato di 
tipo CSD, posto in posizione N-terminale (Wollfe, 1994), che 
riconosce sequenze specifiche di DNA o di RNA (Bouvet et al., 
1995). Il secondo dominio, posto in posizione C-terminale, si lega 
all’RNA in maniera non selettiva  (Murray, 1994; Bouvet et al., 1995). 
E’ stato proposto che entrambi i domini siano richiesti per la 
repressione della traduzione e l’assemblaggio in vivo delle RNP 
(Matsumoto et al., 1996).  
FRGY2 rappresenta uno dei componenti principali dei 
complessi RNP che costituiscono fino al 5% della massa proteica 
totale degli ovociti di Xenopus (Matsumoto et al., 2003). Nel nucleo, 
FRGY2 si  trova associato ai trascritti nascenti e li assembla in RNP 
unendosi alla proteina Xp54, una DEAD-box RNA elicasi che svolge 
un ruolo importante nel trasporto dei trascritti dal nucleo al citoplasma 
(Weston e Sommerville, 2006) (Fig. 3). In ovociti a stadi precoci 
Xp54 risulta localizzata anche a livello del corpo di Balbiani dove 
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stabilisce un legame con gli RNA del plasma germinale (Weston e 
Sommerville, 2006)  (Fig. 3) . 
  
Figura 3: Modello che spiega il ruolo di FRGY2 
e Xp54 nel trasporto di complessi RNP dal 
nucleo al citoplasma di ovociti di Xenopus 
(Weston e Sommerville, 2006). GV= vescicola 
germinale o nucleo dell’ovocita. 
 
 
 
 
 
• MSY2 (Mus musculus) 
MSY2 è l’omologo in topo di FRGY2. Esso è specificamente 
espresso nelle cellule germinali. In linea maschile esso è espresso in 
spermatociti meiotici nella fase di pachitene raggiungendo il massino 
livello di espressione negli spermatici; in linea femminile, MSY2 si 
trova esclusivamente espressa negli ovociti diplotenici. Negli ovociti 
MSY2 risulta principalmente implicato nella stabilizzazione di mRNA 
materni regolandone la traduzione durante le fasi embrionali precoci 
(Yu et al., 2003). E’ stato dimostrato che  MSY2 può legare in vitro il 
promotore delle protamine2 (mP2) suggerendo che esso possa 
intervenire nella regolazione della trascrizione di mP2 durante le fasi 
finali  della spermatogenesi (Yang et al., 2005). Com’è noto infatti le 
protammine sono richieste per la compattazione della cromatina 
durante la spermioistogenesi.  
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• YB-2 (Homo sapiens) 
La proteina YB-2, chiamata anche contrina, presenta il 93% di 
identità con MSY2 e il 77% con FGRY2. Saggi di Northern blot e 
Western blot dimostrano che sia il messaggero che la proteina sono 
espressi esclusivamente nel testicolo (Tekur et al.,1999). YB-2, 
contenente un solo dominio CSD, si lega in vitro a corte regioni di 
RNA contenente la sequenza consenso 5’-UCCAUCA-3’, con bassa 
affinità (Tekur et al.,1999). 
 
 
1.2 Rana esculenta complex  
  
Nel mio lavoro di tesi ho utilizzato come sistema di studio rane 
verdi Paleartiche occidentali appartenenti al Rana esculenta complex 
costituito da numerose specie pure e da varie linee ibride, vitali e 
feconde. Le linee ibride originate dall’ibridazione naturale tra Rana 
ridibunda e Rana lessonae sono collettivamente denominate R. 
esculenta. Nelle cellule della linea germinale di entrambi i sessi di R. 
esculenta, avviene, prima della meiosi, in uno stadio precoce dello 
sviluppo embrionale, l’eliminazione del genoma di una delle due 
specie parentali e l’endoreduplicazione del set cromosomico 
rimanente: due divisioni meiotiche, apparentemente normali, portano 
alla formazione di gameti aploidi identici contenenti il solo genoma 
non eliminato. L’ibridità della linea somatica è ristabilita a ciascuna 
generazione attraverso la fecondazione di questi gameti con quelli 
della specie parentale sintopica il cui genoma è stato eliminato (Graf e 
Polls Pelaz, 1989). 
La modalità riproduttiva attraverso la quale un individuo ibrido 
produce gameti uguali a quelli di una sola delle due specie parentali è 
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nota come ibridogenesi ed è stata descritta, per la prima volta, in pesci 
vivipari messicani della famiglia Poecilidae dove coinvolge ibridi 
diploidi unisessuali (le popolazioni sono costituite da sole femmine), 
originatisi da incroci di femmine Poeciliopsis monacha con maschi di 
tre specie: P. lucida, P. occidentalis e P. latidens (Schultz, 1969). 
Il meccanismo riproduttivo adottato dall’ibrido R. esculenta ha 
molti aspetti su cui deve essere fatta ancora chiarezza. Si ritiene 
tuttavia che l’esclusione genomica, nella linea germinale dell’ibrido, si 
verifichi precocemente durante lo sviluppo embrionale (Tunner e 
Heppich, 1981; Tunner e Heppich-Tunner, 1991). 
 Ogielska e Wagner (1990, 1993) e Ogielska e Battrmanska 
(1999) hanno pertanto condotto indagini morfologiche e studi 
ultrastrutturali su gonadi di girini, volti a comprendere lo sviluppo e il 
differenziamento delle cellule germinali e ad evidenziare eventuali 
differenze in tali processi tra le specie parentali, R. ridibunda e R. 
lessonae, e l’ibrido R. esculenta. 
 
1.3  Sviluppo e differenziamento dell’ ovario in Rana 
 
La formazione delle gonadi femminili è stata analizzata in girini 
a vari stadi di sviluppo, sia nelle specie parentali che nell’ibrido 
(Ogielska e Wagner, 1990, 1993). 
Nelle specie parentali, i primi segni di differenziamento 
sessuale nelle gonadi appaiono allo stadio 28 (tabella di Gosner, 
1960): a questo stadio la regione corticale della gonade risulta 
composta da ovogoni primari, gruppi (“nest”) di ovogoni secondari ed 
ovociti primari leptotenici. La parte midollare è composta da sole 
cellule somatiche. Cellule allo stadio di zigotene sono osservate per la 
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prima volta allo stadio 29, di pachitene allo stadio 30/31, e di 
diplotene allo stadio 33 in R. lessonae e allo stadio 35 in R. ridibunda. 
Al termine del pachitene, gli ovociti sono arrangiati ancora in gruppi, 
distribuiti nella cortex dell’ovario. Gli ovociti allo stadio di diplotene 
appaiono invece singoli e circondati da cellule follicolari. Fino allo 
stadio 40, la cortex è uniformemente spessa; successivamente, quando 
gli ovociti diplotenici crescono in dimensione e numero, la maggior 
parte di loro protrude nel lume, alterando il profilo uniforme. Alla 
metamorfosi, la cortex ovarica, è composta da uno strato più esterno, 
costituito da singoli ovogoni primari e da “nest” di precoci ovociti, 
pachitenici e da una parte, adiacente al lume, costituita da cellule 
diploteniche.  Ad ogni stadio di sviluppo si osservano ovogoni in 
mitosi. Nell’ovario adulto di specie parentali lo strato più esterno della 
cortex è composto da ovociti diplotenici previtellogenetici (classe I e 
II; Kemp, 1953; Dumont, 1972) mentre la parte interna contiene 
ovociti diplotenici vitellogenetici (classe III-V).  
Gli studi morfologici hanno portato a concludere che non vi 
sono differenze nello sviluppo dell’ovario tra R. ridibunda e R. 
lessonae fino alla metamorfosi. Tuttavia la maggior parte delle 
femmine di R. lessonae raggiungono la maturità sessuale a due anni di 
età, mentre le femmine di R. ridibunda la raggiungono un anno più 
tardi (Berger, 1973).  
L’ibrido R. esculenta mostra un “pattern” di sviluppo che si 
discosta notevolmente da quello osservato nelle specie parentali 
indipendentemente dall’incrocio da cui deriva (Ogielska e Wagner, 
1993). 
La differenza più rilevante riguarda la presenza di ovogoni nella 
cortex: infatti nelle specie parentali il loro numero è basso a causa 
della rapida differenziazione in ovociti; nell’ibrido si osserva un 
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elevato numero di ovogoni presumibilmente correlabile alla loro 
limitata capacità di entrare in meiosi. É stato ipotizzato che tale 
incapacità sia dovuta a caratteristiche intrinseche della maggior parte 
degli ovogoni piuttosto che a cause estrinseche, per esempio ormonali, 
dato che un limitato numero di ovogoni raggiunge lo stadio di 
diplotene (Ogielska e Wagner, 1993). Ne risulta che l’ovario di un 
ibrido metamorfosato, a causa dell’elevato numero di ovogoni e del 
ridotto numero di ovociti diplotenici, mostra un aspetto poco 
sviluppato rispetto a quello delle specie parentali allo stesso stadio.   
In generale possiamo dire che il ritardo nell’inizio della meiosi 
e il prolungato periodo di proliferazione degli ovogoni fanno sì che lo 
sviluppo e il differenziamento dell’ovario in R. esculenta, durino più a 
lungo e siano ritardati rispetto agli stessi processi nelle specie 
parentali.  
L’ibrido mostra di differenziarsi dalle specie parentali anche a 
livello ultrastrutturale. Infatti, nel citoplasma degli ovogoni dell’ibrido 
sono stati individuati corpi sferici di 1,5-3,0 μm di diametro 
denominati “nucleus-like body” (NLB) delimitati da una doppia 
membrana e contenenti materiale simile a cromatina nucleare 
(Ogielska, 1994). I NLB sono presenti a partire da girini allo stadio 
28, quando cioè la differenziazione sessuale ha avuto inizio fino alla 
metamorfosi (stadio 42-46). Durante la metamorfosi, i NLB sono 
osservati con una frequenza inferiore rispetto agli stadi più precoci. I 
“nucleus-like body” non sono stati individuati nelle specie parentali. É 
stato ipotizzato che i NLB siano i “carriers” dei cromosomi parentali 
che vengono eliminati durante il processo ibridogenetico. 
Resta ancora da chiarire il meccanismo con cui si attuerebbe 
l’esclusione genomica e dove questa si collochi temporalmente; è 
possibile tuttavia affermare che l’esclusione avviene in una fase 
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premetamorfica dello sviluppo dell’ibrido e che gli ovogoni 
rappresentano uno stadio cruciale per il differenziamento delle cellule 
germinali di R. esculenta.  
Indipendentemente dall’appartenenza di un esemplare di rana 
alla specie parentali o all’ibrido un ovario di  un adulto presenta 
ovociti a vari stadi di sviluppo. Ricordiamo che lo sviluppo degli 
ovociti è stato diviso in sei stadi usando un criterio di classificazione 
che si basa sulle dimensioni e sulla distribuzione delle placchette 
vitelline e del pigmento. Una prima suddivisione divide gli ovociti in 
tre gruppi: pre-vitellogenici a cui appartengono gli ovociti allo stadio 
I, vitellogenici a cui appartengono gli ovociti agli stadi II, III, IV, V ed 
infine post-vitellogenici a cui appartengono gli ovociti allo stadio VI. 
Stadio I: ovociti da 50 a 300µ, che presentano un citoplasma 
trasparente con nucleo e massa mitocondriale chiaramente visibili e 
con cellule follicolari appiattite. 
Stadio II: ovociti da 300 a 400µ, che presentano un citoplasma 
dapprima trasparente poi bianco ed opaco, il nucleo e la massa 
mitocondriale sono visibili solo nelle fasi iniziali di questo stadio; le 
cellule follicolari aumentano in altezza, si sviluppano microvilli. 
Stadio III: ovociti da 450 a 600µ, a questo stadio si forma il pigmento 
e la pigmentazione è chiaramente visibile nella zona di attacco 
all’ovario. 
Stadio IV: ovociti da 600 a 1000µ,  a questo stadio il polo animale si 
differenzia da quello vegetativo; le cellule follicolari continuano a 
crescere in altezza, nucleoli diventano più numerosi, la dimensione dei 
microvilli diminuisce. 
Stadio V: ovociti da 1000 a 1200µ, a questo stadio i poli sono 
chiaramente delineati, in particolare quello animale appare di color 
 27
marrone chiaro; le cellule follicolari hanno le stesse caratteristiche 
descritte nel precedente stadio. 
Stadio VI: ovociti da 1200 a 1300µ, a questo stadio si evidenzia una 
banda equatoriale non pigmentata; a livello delle cellule follicolari si 
ha una diminuzione in altezza e i nucleoli risultano meno numerosi. 
  
1.4 Sviluppo e differenziamento del testicolo in Rana. 
 
La caratteristica dei testicoli di Rana, come di tutti gli Anuri, è 
quella di essere suddivisi in compartimenti a forma di lobuli o 
ampolle. Al loro interno si distinguono gruppi di cellule che maturano 
in modo sincronizzato, formando così cisti, delimitate da cellule 
somatiche e contenenti cellule germinali tutte allo stesso stadio di 
sviluppo. Gli spermatogoni primari vengono distinti in due tipi: “pale” 
(cellule ritenute staminali), “dark” (cellule destinate alla 
spermatogenesi) (Rastogi et al., 1985). Gli spermatogoni secondari si 
trovano all’interno di cisti delimitate da cellule cistiche e costituiscono 
un clone originatosi da divisioni mitotiche degli spermatogoni primari, 
probabilmente di tipo “dark.” Dopo aver completato le divisioni 
mitotiche, gli spermatogoni secondari entrano in meiosi e formano 
cisti di spermatociti primari. Segue poi la formazione degli 
spermatociti secondari, più piccoli dei primari, e degli spermatidi.  
L’elongazione degli spermatidi porta poi alla formazione degli 
spermatozoi. La spermatogenesi è potenzialmente continua e gli 
spermatozoi sono presenti nei lobuli seminiferi dei maschi adulti 
durante tutto l'anno sebbene si osservino variazioni stagionali in 
relazione al ciclo riproduttivo.  
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Studi di microscopia ottica condotti da Ogielska e Bartmanska 
(1999) mostrano che lo sviluppo delle gonadi maschili di R. ridibunda 
e R. lessonae è molto simile.  
Allo stadio 28-32 si formano i presuntivi lobuli seminiferi 
contenenti spermatogoni primari circondati da due o tre cellule 
somatiche. I primi spermatogoni di tipo “pale” compaiono allo stadio 
30 ed allo  stadio 36/37 compaiono i primi spermatogoni “dark”. 
Durante la metamorfosi sono ancora presenti spermatogoni primari 
“dark” e “pale” che rimangono generalmente come cellule singole, 
talvolta però formano gruppi. Le primi cisti con qualche 
spermatogonio secondario appaiono allo stadio 44-45. 
Dopo la metamorfosi gli spermatogoni primari di tipo “pale” 
sono numerosi, mitoticamente attivi e dispersi in mezzo a cisti 
contenenti spermatociti leptotenici/ zigotenici e pachitenici. Solo 
alcune cisti contengono spermatidi allungati e non si osservano 
spermatozoi.  
Il maschio raggiunge poi la maturità sessuale e nel testicolo 
prima dell’ibernazione, tutti gli spermatogoni primari di tipo “pale” 
sono in interfase e i lobuli sono formati da cisti contenenti tutti gli 
stadi della spermatogenesi, compresi gli spermatozoi. 
Gli studi di Ogielska e Bartmanska (1999), si sono poi rivolti  a 
R. esculenta, dimostrando che nell’ibrido lo sviluppo del testicolo e il 
differenziamento delle cellule germinali sono ritardati rispetto alle 
specie parentali. Negli stadi più precoci, il testicolo di R. esculenta è 
nella maggior parte dei casi, più piccolo, i presuntivi lobuli hanno un 
diametro inferiore e contengono un numero minore di cellule 
germinali rispetto alle specie parentali. Poiché si osservano numerosi 
spermatogoni primari “pale” degenerati, si ritiene che il più basso 
numero di cellule germinali dipenda da questa degenerazione in fase 
 29
precoce, probabilmente associata con il processo di esclusione 
genomica. Come precedentemente descritto, gli studi sull’ ovogenesi 
d’ibridi ibridogenetici fanno supporre che il genoma da escludere  
venga eliminato in forma di “nucleus-like bodies” (Ogielska, 1994). 
Lo stesso processo avverrebbe anche durante la spermatogenesi come 
dimostrato dall'individuazione di NLB in spermatogoni durante gli 
stadi precoci dello sviluppo del testicolo dell’ibrido. Inoltre nella 
gonade maschile si osserva una prolungata proliferazione degli 
spermatogoni primari di tipo “pale”, molto rassomigliante a quella 
osservata negli ovogoni durante le fasi precoci dello sviluppo 
dell’ovario dell’ibrido. Tale proliferazione, molto probabilmente, 
continuerebbe fino a quando non si è raggiunto un appropriato numero 
di spermatogoni con assetto cromosomico ristabilizzato.  
 
 
1.5  Scopo del lavoro di tesi 
Con l’obiettivo di analizzare da un punto di vista molecolare la 
gametogenesi del sistema ibridogenetico Rana esculenta complex, ho 
isolato in Rana lessonae un omologo del gene Y-Box e ne ho 
analizzato il pattern di espressione durante l’ovogenesi delle due 
specie parentali e dell’ibrido. 
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2.1  Estrazione di RNA totale da tessuti 
 
 I protocolli che prevedono la manipolazione dell'RNA richiedono 
condizioni di lavoro rigorosamente "RNase Free" per evitare la facile 
degradazione dell'RNA. Tali condizioni si raggiungono trattando la vetreria 
in stufa a 180°C per almeno 4 ore. 
Per estrarre RNA da tessuti di Rana lessonae è stato utilizzato il kit 
NUCLEOSPIN RNA II (Macherey-Nagel). 
 
2.2 RT-PCR 
 
Questa tecnica permette di effettuare la PCR su RNA 
precedentemente retrotrascritto in cDNA. Il cDNA sintetizzato, viene poi 
utilizzato come substrato per l'amplificazione.  
 
2.2.1 Retrotrascrizione 
 
Si retrotrascrive da circa 5μg di RNA totale, estratto da ovociti a 
stadi precoci di ovogenesi (st.I/II), di esemplari di Rana lessonae, mediante 
l’utilizzo della “SuperScriptTM III Reverse Transcriptase”. La reazione di 
retrotrascrizione contiene: 
1 μl di dNTP Mix 10 mM 
4 μl di Buffer First-Strand 5X 
1 μl di RNaseOUT 40 U/μl (Invitrogen) 
2 μl di DTT 0,1 M 
1 μl di  SuperScript III Trascrittasi inversa 200 UE/ μl (Invitrogen) 
1 μl di oligo(dT)20
x μl di RNA totale 
y μl di H2O per portare ad un volume di 20 μl 
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Inizialmente si procede aggiungendo l’RNA, i dNTPs, gli oligo(dT) 
e H2O fino ad un volume di 12 μl. La miscela viene tenuta 5 minuti a 65°C, 
1 minuto in ghiaccio e dopo una breve centrifugata, alla massima velocità, 
si aggiunge il buffer, il DTT, l’RNaseOUT e la trascrittasi inversa. A questo 
punto la miscela rimane 60 minuti a 55°C ed infine, la reazione viene 
inattivata 15 minuti a 70° C.  
Il cDNA così sintetizzato verrà utilizzato nelle reazioni di PCR 
descritte di seguito. 
 
 
2.3  PCR CON PRIMERS DEGENERATI su cDNA 
 
Attraverso il multiallineamento delle sequenze aminoacidiche delle 
proteine omologhe a Y-BOX, identificate in vari organismi, sono stati 
disegnati, sulla base dei domini proteici conservati (vedi Risultati, fig. 1), 
oligonucleotidi degenerati da poter utilizzare in reazioni di PCR 
(temperatura di “annealing” 50°C, 35 cicli) sul cDNA sintetizzato (vedi § 
2.2.1). 
Gli oligonucleotidi degenerati utilizzati sono: 
S1 :  
5'-GGWACWGTNAARTGGTTT-3' 
  
AS1:  
5'-AGTNACRTTNGCNGCYTC-3’ 
 
AS2: 
5'-GTTRGCNAARTGYCGRCGC-3' 
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R=A+G,Y=C+T,N=A+C+G+T,W=A+T 
 
L’analisi della sequenza nucleotidica del clone parziale di cDNA 
denominato Rlybox2, mi ha permesso di disegnare primers specifici da 
utilizzare in esperimenti di 3’- 5’RACE (Rapid Amplification of cDNA 
Ends)  effettuati con il kit “SMART TM RACE cDNA Amplification”. 
I primers specifici utilizzati nella RACE PCR sono: 
 
YBF    5'-CCACCAGACAGCAATAAAGAGGAACAACCC-3 
(5’RACE) 
 
YBR    5'-GCACCCTTCTCTCCTTCCACCACATCG-3' 
(3’RACE) 
 
YBF2   5'-CGATGTGGTGGAAGGAGAGAAGGGTGC-3' 
(5’RACE) 
 
YBR2   5'-GGTTGTTCCTCTTTATTGCTGTCTGGTGG-3' 
(3’RACE) 
 
 
Sulla base delle sequenze ottenute, il cDNA completo è stato 
amplificato utilizzando primers specifici disegnati nelle regioni 5’ e 3’ 
UTR. 
I primers specifici utilizzati sono: 
(SENSO)                                                                                                               
RYB-U20:      5'-GGTAACAGGTGGGAAGAACTGACGCC-3' 
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(ANTISENSO) 
RYB-L1129:  5'-GTGCTCCAAAGATACGTGCCGCAATAAG-3' 
Il prodotto di amplificazione è stato corso su gel. La banda di 
dimensioni attese è stata eluita e clonata. 
 
 
2.4  Elettroforesi su “gel”d’agarosio 
Per controllare la quantità, la purezza e l’ integrità del DNA o 
dell’RNA sono stati usati “gels” di agarosio in percentuali peso/volume che 
variano da 1 a 2%. Per preparare i “gels” si scioglie l’agarosio in TBE 1X e 
dopo ebollizione, prima che il “gel“ polimerizzi, si aggiunge del bromuro di 
etidio (EtBr) in quantità tale che sia ad una concentrazione finale di 0,5 
μg/ml necessaria ad evidenziare il DNA o l’ RNA agli UV. Si cola, quindi, 
il “gel” in un lettino da elettroforesi e si lascia polimerizzare. Il “gel”, dopo 
che è avvenuta la polimerizzazione, viene trasferito in un apparato da 
elettroforesi orizzontale e immerso nel TBE 1X, il tampone di corsa. I tempi 
di migrazione e il potenziale di corsa variano a seconda del tipo di 
separazione che si desidera. Per il caricamento, ai campioni si aggiunge un 
sesto del volume finale di “loading buffer di tipo III”, un colorante che 
permette ai campioni di depositarsi sul fondo dei pozzetti e consente di 
seguire la loro migrazione. Per valutare le dimensioni degli acidi nucleici 
che si sono caricati si confronta la migrazione di questi con quella di 
markers di lunghezza nota, disponibili in commercio. La quantità dei 
campioni caricati viene stimata tramite confronto con markers di quantità 
nota caricati nello stesso gel. La luminescenza degli acidi nucleici deriva 
dal EtBr intercalato tra le basi. Se viene controllato l’RNA, il lettino dove si 
cola il “gel” e l’apparato devono essere “Rnasi free” e quindi vengono 
trattati con NaOH 0,1 N per circa 20 minuti. 
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 Soluzioni: 
 
TBE 10X pH 8: 
Tris base            0,89 M 
Acido borico  0,89 M 
EDTA   0,02 M 
 
Loading buffer tipo III: 
glicerolo               30% 
blu di bromofenolo 0,25%,  
xilene cianolo  0,25%. 
 
Gel di agarosio: 
agarosio   0,8%-2% (peso/volume) 
EtBr    0,5 μg/ml finale  
 TBE    1X 
 
 
2.5    Eluizione di frammenti di DNA da gel 
 
  I prodotti di amplificazione ottenuti tramite reazioni di PCR, sono 
stati eluiti da gel mediante il kit “QIAcquick gel extraction” (QIAGEN). 
Una volta tagliata la banda contenente il DNA dal gel di agarosio si procede 
come descritto nel protocollo del kit. 
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2.6    Clonaggio  
 
Il clonaggio di un prodotto di PCR o, più in generale, di un 
frammento di DNA consiste nell’ inserimento di tale frammento in un 
vettore e nella trasformazione di cellule competenti con tale costrutto. Il 
clonaggio è costituito, quindi, da due fasi: la “ligation” e la trasformazione. 
 
2.6.1 Ligation 
 
Nella “ligation” di  prodotti di  PCR i frammenti amplificati sono 
inseriti nel plasmide pGEM-T Easy (Promega), un plasmide adatto al 
clonaggio di frammenti di PCR poiché presenta all’estremità 3’ una 
deossiadenosina inserita dalla Taq DNA polimerasi. Il pGEM-T Easy, che è 
fornito dalla ditta produttrice (Promega) già linearizzato, possiede una 
deossitimidina ad entrambe le estremità 3’. Nel processo di “ligation” 
l’enzima T4 ligasi permette l’inserimento del frammento nel plasmide, 
saldando le loro estremità complementari tramite formazione di ponti 
fosfodiesterici nei punti di inserimento. La miscela di reazione è così 
composta:  
 l μl di T4 DNA ligasi 
1 μl di pGEM-T Vector Easy (50 ng) 
x μl di prodotto di PCR 
1 μl di buffer 10X della T4 DNA ligasi  
y μl di H2O a dare un volume finale di 10 μl 
La reazione di “ligation” è incubata a 4°C o/n. La quantità di 
frammento di PCR utilizzata dipende da quale rapporto molare 
plasmide/inserto si vuole impiegare nella miscela. I rapporti più usati sono 
1:1, 1:3, 3:1. Nelle “ligations” effettuate in questo lavoro è stato usato il 
rapporto plasmide/inserto 1:3 
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2.6.2 Trasformazione 
 
Nella trasformazione si aggiungono 5-100 ng di plasmide derivante 
dalla “ligation” a 200 μl di cellule competenti DH5α. Queste cellule sono 
state rese competenti mediante due trattamenti, di 30 minuti ciascuno, a 4°C 
in CaCl2 50mM, e conservate a –80°C fino al momento dell’uso. Dopo aver 
incubato tale miscela in ghiaccio per 1 ora circa, la si sottopone  ad un “heat 
shock” di alcuni secondi a 42°C, dopodichè si trasferisce nuovamente in 
ghiaccio per 5 minuti. Si aggiungono quindi alla miscela 800 μl di LB, si 
tiene in stufa a 37°C per 30 minuti, si centrifuga a 1200 rpm per 2 min e si 
allontana il sovranatante. Il “pellet”, risospeso nella goccia di liquido 
rimasta, è piastrato, su terreno solido selettivo costituito da LB con agar e 
ampicillina 100 μg/ml, precedentemente trattato con IPTG e X-Gal. 
L’aggiunta di queste ultime due sostanze permette di riconoscere le colonie 
di cellule ricombinanti (contenenti il plasmide che porta l’inserto) dalle 
colonie non ricombinanti: questo è possibile perché l’IPTG attiva il 
promotore del gene lacZ (codificante la β-Galattosidasi), il “gene reporter” 
del vettore plasmidico, e X-Gal costituisce il substrato della β-Galattosidasi 
che, quando è idrolizzato, dà un prodotto blu. Dopo incubazione a 37°C o/n, 
sulle piastre saranno cresciute colonie bianche e blu. Le colonie blu sono 
costituite da cellule che portano plasmidi privi di inserto. Le colonie 
bianche sono composte da cellule che portano plasmidi contenenti un 
inserto inserito all’interno della regione “polilinker” dentro il gene lacZ, 
così che la β-Galattosidasi non viene prodotta e non si sviluppa la 
colorazione blu. La presenza dell’antibiotico, nel terreno, permette che 
sopravvivano solo le cellule che recano il plasmide, in quanto il vettore 
contiene un gene per la resistenza all’ ampicillina.  
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Soluzioni: 
LB (Luria-Bertani Broth) 
NaCl                          1% 
Bacto tryptone           1% 
Estratto di lievito     0,5% 
 
 
 
2.7    Estrazione del DNA plasmidico 
 
2.7.1  Estrazione del plasmide su piccola scala (“miniprep”) 
 
Si raccoglie con un’ansa una colonia cresciuta su piastra e la si 
trasferisce nei 2-3 ml di brodo LB (in cui viene aggiunta ampicillina 100 
μg/ml finale) contenuto in un tubo batteriologico da 15 ml.  
E’ anche possibile introdurre l’ansa nello stock in glicerolo di 
cellule che recano il plasmide d’interesse e poi sciacquarla nel brodo dentro 
il tubo. Il tubo viene, quindi, messo sulla ruota a 37°C o/n perché le cellule 
raggiungano la fase di crescita stazionaria. Il brodo di crescita è centrifugato 
per 10 minuti a 3000-4000 rpm per ottenere un “pellet” che è risospeso in 
400 μl di soluzione P1. 
Si esegue quindi la lisi alcalina: si aggiungono 400 μl di soluzione 
P2 e si mescola delicatamente invertendo il tubo 3-4 volte. Dopo 5 minuti si 
aggiungono 400 μl di soluzione P3, che determina la precipitazione delle 
membrane e delle pareti delle cellule lisate, insieme al DNA genomico e 
all’ RNA di maggiori dimensioni che restano ad esse associati. Si centrifuga 
per 15-30 minuti a 12000 rpm e si recupera il sovranatante che contiene il 
plasmide, l’RNA e le proteine batteriche. Per purificare il DNA plasmidico 
dalle proteine, si effettua una precipitazione a temperatura ambiente con 
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isopropanolo (si aggiungono 0,7 volumi) e si centrifuga per 15 minuti a 
14000 rpm.  Il “pellet” è lavato con EtOH al 70% e risospeso in TER (TE 
contenente RNasi A 20 μg/ml) per l’ RNA a basso peso molecolare. La 
“miniprep” consente di ottenere circa 2 μg, di DNA plasmidico. 
 
Soluzioni: 
 
P1: 
Tris-HCl           25 mM pH 8 
EDTA   10 mM 
Glucosio            50 mM 
 
 
P2: 
NaOH   0,2 M 
SDS             1% 
P3: 
CH3COOH            5 M 
KCOOH            3 M 
 
2.7.2 Estrazione del plasmide su media scala (“midiprep”) 
 
Questa tecnica si basa sull’utilizzo di colonnine cromatografiche a 
scambio ionico fornite, da vari kit disponibili in commercio, assieme alle 
soluzioni necessarie per il loro utilizzo. E’ stato usato il kit JETstart della 
GENOMED. 100 ml di LB, in cui sono state fatte crescere o/n in agitazione 
a 37°C le cellule batteriche contenenti il plasmide di interesse, sono 
trasferiti in un tubo da centrifuga e centrifugati a 3000-4000 rpm per 10 
minuti. Il “pellet” di cellule è risospeso in 8 ml di soluzione E1. Dopo 
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l’aggiunta di 8 ml di soluzione E2 si mescola delicatamente, lasciando il 
tutto a temperatura ambiente per non più di 5 minuti. Si aggiungono infine 8 
ml di soluzione E3, si mescola e si pone in ghiaccio per 15 minuti. Si 
effettua poi una centrifugazione a 4°C di 30 minuti a 14000 rpm. Il 
sovranatante è filtrato con un filtro Corning 0,4xm. Si equilibra la colonna 
con 4 ml di soluzione E4 e si aspetta che si svuoti per gravità; dopodichè si 
carica sulla colonna metà del lisato filtrato. Il DNA che si è legato alla 
resina è lavato dai sali per due volte con 10 ml di soluzione E5. Per eluire il 
DNA dalla colonna  si caricano su di questa 5 ml di E6. Si riequilibra la 
colonna con altri 4 ml di E4 e si carica la metà di lisato filtrato che è 
avanzata. Si ripetono poi gli stessi passaggi effettuati in seguito al 
caricamento della prima metà di lisato: il lisato filtrato viene quindi caricato 
in due passaggi in modo da non oltrepassare la capacità di carico della 
colonna. Il DNA plasmidico eluito viene precipitato aggiungendo 0,7 
volumi di isopropanolo e centrifugando a 4°C per 30 minuti a 12000 rpm. Il 
“pellet” è lavato con EtOH al 70% e risospeso in TE pH 8. Con questa 
procedura si ricavano 90-150 μg di plasmide altamente purificato. 
 
 
Soluzioni: 
 
E1: 
RNAsi A   100 μg/ml  
Tris    50 mM 
EDTA   10 mM 
HCl     pH 8 
 
E2: 
NaOH    200 mM 
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SDS    1% 
 
E3: 
KCH3COO   3,1 M 
CH3COOH   pH 5,5 
 
E4: 
NaCl    600 mM 
NaCH3COO  100 mM 
TritonX-100  0,15% 
CH3COOH    pH 5 
 
E5: 
NaCl    800 mM 
NaCH3COOH  100 mM 
CH3COOH    pH 5 
 
 
 
E6: 
NaCl    1250 mM 
Tris    100 mM 
HCl     pH 8,5 
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2.8 Digestione del DNA con enzimi di restrizione 
 
La digestione del DNA con enzimi di restrizione è stata usata per 
produrre DNA linearizzato da usare per trascrivere e per staccare inserti dai 
plasmidi. Nella miscela di reazione vengono introdotti il DNA da digerire, 
un tampone specifico per ogni enzima impiegato e una quantità di enzima 
pari a 1-2 unità enzimatiche per ogni μg di DNA opportunamente 
purificato, facendo in modo che il volume di enzima (conservato in 
glicerolo) che è aggiunto non superi il 10% del volume totale della miscela 
di reazione; un’eccessiva quantità di glicerolo potrebbe infatti disturbare 
l’attività dell’enzima. 
Solitamente gli enzimi sono attivi a 37°C e la reazione viene quindi 
incubata a questa temperatura per 2-3 ore. Nel caso si debba operare una 
digestione con due enzimi che richiedono tamponi e/o temperature diverse 
si digerisce il DNA prima con un enzima e poi con l’altro, correggendo la 
temperatura e i parametri chimici del tampone utilizzati per il primo enzima 
per adattarli alle caratteristiche del secondo enzima. Per controllare che sia 
avvenuta la digestione (linearizzazione per la trascrizione) del DNA 
vengono caricati su “gel” d’agarosio un volume di miscela di reazione tale 
che il prodotto di digestione possa essere visibile agli ultravioletti (UV) ed 
un’equivalente quantità di DNA non digerito: se, agli UV, vedo che il 
plasmide non digerito migra più velocemente rispetto al digerito posso 
dedurre che la digestione è completa. Se invece la digestione viene 
effettuata per staccare un frammento dal plasmide in cui è stato inserito, 
caricando il prodotto di digestione su “gel” saranno visibili due bande, una 
corrispondente al plasmide linearizzato e l’altra all’inserto staccato. 
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2.9  Sequenziamento 
 
Il sequenziamento dei cloni isolati in questo lavoro di tesi, 
contenenti l’inserto da sequenziare e ottenuti con “miniprep” o “midiprep” 
in forma liofilizzata oppure in soluzione (in acqua o in TE), è stato 
compiuto tramite sequenziatore automatico, presso il laboratorio della 
Primm (Milano), a cui è stato spedito il DNA plasmidico. 
 
 
2.10  Analisi di sequenze al computer 
 
I confronti nucleotidici ed aminoacidici delle sequenze con le 
Banche Dati GenEMBL e SwissProt sono stati effettuati utilizzando 
BLASTN (per acidi nucleici), BLASTP (per proteine) e BLASTX (per la 
sequenza amminoacidica dedotta dalla nucleotidica). 
I multiallineamenti sono stati eseguiti con il programma 
CLUSTAL. 
Ulteriori elaborazioni delle sequenze, ad esempio la costruzione di 
mappe di restrizione, sono state ottenute con il programma DNA Strider. 
 
 
2.11 Ibridazione in situ “whole mount” 
 
L’ ibridazione mediante la tecnica di “whole mount” permette di 
studiare il pattern d’espressione di un gene nelle gonadi adulte di rane verdi 
del “Rana esculenta complex”. I testicoli e gli ovociti, durante l’ 
esperimento si trovano in “vials”, cioè in tubi che, come altra vetreria 
impiegata per preparare le soluzioni necessarie per l‘ibridazione devono 
essere RF (RNase free). La vetreria per essere RF viene tenuta in stufa a 
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180°C per 4 ore almeno. Anche l’acqua e tutte le soluzioni utilizzate nell’ 
ibridazione dovranno essere rigorosamente RF e quindi saranno sterilizzate 
in autoclave. Le “vials”, nel corso dell’ ibridazione, sono collocate su una 
bascula e in posizione generalmente orizzontale eccetto alcuni passaggi. 
 
2.11.1 Espianto delle gonadi da esemplari adulti di Rana 
 
Esemplari adulti di sesso maschile e femminile di Rana vengono 
anestetizzati per immersione in una soluzione di metanosulfurato dell’estere 
etilico dell’acido aminobenzoico (MS222) 0,1% e, dopo averli sciacquati 
con acqua di rubinetto, vengono operati per asportargli rispettivamente i 
testicoli e l’ovario. Successivamente le gonadi adulte vengono fissate in 
MEMFA in “vials” di vetro da 5 ml che vengono lasciate in oscillazione per 
1 ora a temperatura ambiente. Si procede poi rimuovendo il MEMFA con 
una scala ascendente di alcool:  
                     MtOH 25% 
                     MtOH 50% 
                     MtOH 75% 
                     MtOH 100% 
                        
Ogni step ha la durata di 5 minuti e una volta in metanolo assoluto 
le gonadi adulte possono essere conservate per mesi a –20°C. 
                  
   MEMFA  
                     Sali                                           1X; 0,1X per gli ovociti 
                     Formaldeide Fluka                   4% 
                     H2O 
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 2.11.2 Collagenasi 
 
L’ovario in seguito all’espianto dal corpo dell’animale è trattato con 
collagenasi. Si procede ponendo gli ovociti in una soluzione salina, OR2 e 
poi trasferendoli nella soluzione con collagenasi (2 mg/ml di OR2) dove 
vengono lasciati per 30 minuti a 37°C. Seguono due lavaggi in OR2. 
 
2.11.3 Procedura di ibridazione 
 
Le gonadi adulte, che sono conservate in EtOH assoluto (100%), 
vengono gradatamente reidratate facendole passare, a RT (temperatura 
ambiente), in una serie decrescente di alcool tramite lavaggi di 5-10 minuti 
in ciascuna delle soluzioni indicate:  
 
EtOH 75%,  PBTw 25% 
EtOH 50%,  PBTw  50% 
EtOH 25%,  PBTw 75% 
 
  Sono poi effettuati 2 lavaggi da 5 minuti in PBTw 100%. 
Dopo l’ ultimo  lavaggio in PBTw le gonadi adulte sono trattate per 
5 minuti a T ambiente con proteinasi K a concentrazione 10 μg/ml finale in 
PBTw. Durante questi 5 minuti le “vials” sono tenute in piedi e immobili. 
Questo passaggio è molto delicato e la sua durata deve essere controllata 
con precisione in quanto una permanenza troppo prolungata in proteinasi 
potrebbe danneggiare i tessuti. Gli embrioni vengono poi lavati 2 volte per 
1-2 minuti con PBTw, sull’ agitatore in posizione verticale, sempre a T 
ambiente. In agitazione verticale, le gonadi vengono fissate in 4% 
parafolmaldeide (4ml di PBS + 1 ml di 20% parafolmaldeide) a T ambiente. 
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Si procede con due brevi lavaggi in PBTw a cui seguono 4 lavaggi di 5 
minuti ciascuno ( le “vials” sono nuovamente collocate sull’agitatore in 
posizione orizzontale). 
Si rimuove quindi il PBTw da oni tubo e lo si sostituisce con una 
soluzione costituita al 50% da miscela di ibridazione e al 50% da PBS, 
disponendo i tubi sull’agitatore verticalmente per 3 minuti: questo 
passaggio è necessario per abituare i tessuti alla nuova densità della miscela 
di ibridazione. Si ripete il passaggio utilizzando una soluzione composta al 
100% da miscela di ibridazione, dopo 3 minuti, sostituire con della nuova 
miscela di ibridazione al 100% e lasciare le gonadi adulte alla temperatura 
di  60°C per 2-3 ore ( questo passaggio prende il nome di preibridazione). 
Segue la fase di ibridazione in cui sostituiamo il tampone di 
preibridazione con 0,6 ml di nuovo tampone (uguale in composizione al 
precedente) a cui si è aggiunta la sonda marcata con digossigenina (vedi 
paragrafo). Si utilizza una quantità variabile di RNA probe (50-350 ng), che 
è denaturato per 2 minuti a 95° C. L’ibridazione dura 12-16 ore a 60° C. 
Una volta rimosso, il tampone di ibridazione contenente la sonda può essere 
conservato e riutilizzato fino a due/tre volte. A questo punto è necessario 
lavare l’eccesso di sonda non ibridata o ibridata in maniera aspecifica; si 
fanno a tale scopo lavaggi in soluzioni a forza ionica decrescente, per 
aumentare la stringenza, tenendo presente che è importante aggiungere le 
soluzioni preriscaldate alla temperatura del lavaggio corrispondente. 
Si sostituisce la miscela di ibridazione contenente il probe con 1 ml 
di soluzione composta al 50% da miscela di ibridazione e per l’altro 50% da 
2X SSC/0,1X CHAPS preriscaldato a 37°C, 10 minuti a T ambiente in 
agitazione verticale. Seguono 2 lavaggi da 30 minuti ciascuno a 37°C con 
2X SSC/0,1X CHAPS. Successivamente vengono effettuati altri 2 lavaggi, 
sempre da 30 minuti ciascuno a 60°C con 0,2X SSC/0,1X CHAPS, 
preriscaldato a 60°C. Prima di iniziare la procedura di incubazione con 
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l’anticorpo, si lava 5 minuti a T ambiente, in agitazione verticale, con 
TBSX. 
Segue una preincubazione di 2 ore a 4°C in agitazione orizzontale, 
in “blocking buffer”. Si incuba per 4 ore a T ambiente o a 4°C o/n con 
anticorpo anti-DIG diluito in “blocking buffer” ( diluzione 1: 4000) 
preincubato, precedentemente, anch’esso 2 ore a 4°C. Il “blocking buffer” è 
una soluzione di TBSX + reagente bloccante 2% + siero di pecora 15% + 
estratto di uova 5%; (l’utilizzo dell’estratto di uova permette di ridurre il 
segnale aspecifico). 
Per rimuovere l’eccesso di anticorpo si procede con 5 lavaggi a 
temperatura ambiente di 1 ora ciascuno, di cui uno da effettuarsi a 4°C o/n 
con TBSX, in lenta oscillazione orizzontale. Seguono quindi due lavaggi di 
5 minuti a temperatura ambiente con il tampone per la fosfatasi alcalina 
(APB buffer) a cui si è aggiunto Levamisol (inibitore delle fosfatasi 
endogene) e Tween-20 0,1%. A questo punto si aggiunge la soluzione di 
rivelazione più opportuna, in questo lavoro il substrato della fosfatasi 
alcalina che è stato utilizzato è il “BM-purple” che si trova in forma liquida 
pronta per l’utilizzo e porta ad una colorazione blu intenso.  
In questa fase la fosfatasi alcalina coniugata all’anticorpo scinde il 
substrato cromogenico (BM purple) generando un prodotto colorato che 
rende possibile evidenziare le zone in cui la sonda si è ibridata e dove il 
gene in esame si è espresso. Si usano 0,5-1 ml per “vial” a T ambiente fino 
a quando la colorazione è soddisfacente. La reazione deve avvenire al buio, 
pertanto i tubi possono essere coperti da un foglio di alluminio. Quando il 
segnale è ritenuto soddisfacente, si procede bloccando la reazione 
cromogenica rimpiazzando il tampone per la fosfatasi alcalina  con TBSX 
per 10 min, per poi fissare almeno 1 ora con MENFA per stabilizzare la 
colorazione. Gli embrioni così fissati possono essere conservati in metanolo 
a –20°C. 
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Soluzioni:  
PBS (per 1 litro): 
NaCl         80 g 
KCl          2 g 
Na2HPO4.16H2O           15,56 g 
KH2PO4          2 g 
 
TBS (per 1 litro) pH 8 
NaCl                                       80g 
KCl                                           2g 
Tris base                                 30g 
 
PBTW:  
PBS          1X 
Tween-20                  0,1% 
 
TBSX 
TBS                                        1X 
Triton X-100                          0,1% 
 
 
            paraformaldeide 20%  
paraformaldeide       20 g 
acqua     100 ml 
NaOH 10 N   5-10 μl 
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Preparazione: Si può preparare uno “stock” di parafolmaldeide al 
20% che si conserva in frigo a 4°C per diversi mesi. Si scioglie la 
parafolmaldeide (polvere) in acqua RF  in un becker a 60°C su un agitatore 
magnetico e si aspetta che la soluzione si chiarifichi. Per facilitare ciò si 
aggiungono 10 μl di NaOH 10 M ogni 100 ml di paraformaldeide. Quando 
la soluzione è limpida, si lascia raffreddare,  si porta a volume con acqua 
distillata e si filtra con carta 3MM.  
 
Tampone di ibridazione:  
formammide   50% 
SSC               5X 
RNA di torula    1 mg/ml 
Eparina           100 μg/ml 
Denhart’s             1X 
Tween-20            0,1% 
CHAPS            0,1% 
EDTA                  10 mM 
 
APB:  
Tris             100 mM pH 9,5 
MgCl2               50 mM 
NaCl     100 mM 
 
 
2.11.4 Preparazione della sonda per gli esperimenti di “whole 
   mount” 
 
Le sonde impiegate nell’ ibridazione in situ “whole mount” sono 
marcate con digossigenina (DIG). Per la reazione di sintesi della sonda 
viene utilizzato DNA plasmidico linearizzato, tagliato mediante enzimi di 
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restrizione in corrispondenza di una delle due estremità dell’ inserto a 
seconda che si desideri un probe “senso” o “antisenso”. Questo DNA viene 
purificato attraverso l’utilizzo del kit Mini Elute Reaction Cleanup oppure 
mediante estrazione fenolica e poi utilizzato come stampo in una reazione 
di trascrizione in vitro.  Gli enzimi richiesti per preparare la sonda a RNA 
sono Sp6, T7 o T3 RNA polimerasi. La marcatura con digossigenina deriva 
dal fatto che nella miscela di nucleotidi è presente un UTP-ribonucleotide 
sostituito in posizione 11 con digossigenina. La miscela di reazione 
comprende, oltre al DNA linearizzato, tutti i reagenti del DIG RNA 
Labeling kit BOEHRINGER: 
 
4 μl  tampone di trascrizione 5X 
2 μl  DTT 100mM 
x μl  DNA linearizzato 500 ng-1 μg 
1 μl  Rnase Inhibitor (20 UI/μl) 
2 μl  RNA polimerasi 
2 μl  miscela di nucleotidi contenente DIG-UTP 
                    2,5mM 
x μl  acqua sterile per un volume finale di 20 μl 
 
La miscela è incubata a 37°C per 2 ore; per eliminare il DNA si 
aggiungono poi 2 μl di DNasi I (1mg/ml), lasciandola a 37°C per almeno 15 
minuti. La reazione è bloccata con 1 μl EDTA 0,5 M pH 8 RF che funziona 
da agente chelante. Si effettua quindi una precipitazione alcolica 
aggiungendo, nel tubo in cui è avvenuta la trascrizione, 1/10 del volume di 
NH4Acetato 5M sterile e 1 volume di isopropanolo sterile, mescolando bene 
ma delicatamente e mettendo il tubo a -80°C per 1 ora o a -20°C per almeno 
4 ore. Si centrifuga a 13000 rpm per 15 minuti a 4°C e si lava con EtOH al 
75% sterile. Quando l’ EtOH è evaporato, il pellet (che è stato fatto 
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asciugare in ghiaccio, perché l’ RNA potrebbe degradarsi a temperatura 
ambiente) è risospeso in 10 μl di acqua sterile e conservato a -20°C. La 
stima della quantità del trascritto ottenuto viene effettuata su gel di 
agarosio, servendosi dell’ausilio di tRNA a concentrazione nota, come 
“marker” di quantità. I trascritti possoo essere conservati in “stock” 10X (10 
μg/ml) nella miscela di ibridazione. 
 
2.11.5 Depigmentazione (“bleaching”) 
 
Per evidenziare meglio il segnale dell’ibridazione le gonadi adulte 
sono state sottoposte a depigmentazione. A questo scopo è necessario 
rimuovere il MEMFA, in cui erano posti gli ovociti e i testicoli al termine 
dello whole-mount, e rimpiazzarlo con soluzioni ascendenti di EtOH (25%-
50%-75%) lasciando per 5 minuti in ciascuna di queste soluzioni. Si lascia 
infine o/n in etanolo assoluto. Segue un lavaggio di 5 minuti con EtOH 70% 
e infine si lava con una soluzione composta al 50% da EtOH e 50% con 
SSC 0,5X. 
Si  passa  quindi  alla  soluzione  depigmentante, contenente SSC 
0,5X, H2O2 1%, formammide 5%, lasciando i tubi contenenti gli ovociti e i 
testicoli sull’agitatore e sotto una lampada fluorescente per circa 1-2 ore. 
Dopo questo tempo le gonadi adulte dovrebbero essere sufficientemente 
depigmentate. A questo punto vengono lavate per 5 minuti con EtOH 70% e 
poi trasferite in EtOH assoluto a –20°C. 
 
2.11.6 Inclusione degli ovociti in paraffina 
  
Per arrivare ad una migliore comprensione del “pattern” di 
espressione di un gene nelle gonadi adulte ibridate per “whole mount” si 
può procedere all’inclusione in paraffina di tali organi per poi sezionarli. Si 
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mettono un certo numero di ovociti in “vials” grandi contenenti metanolo 
assoluto, si aggiunge un ugual volume di xilolo 100% in modo da ottenere 
una soluzione composta al 50% da metanolo e dal 50% da xilolo, si lascia 
sulla bascula 10 min a RT. Questa soluzione viene poi sostituita con una 
contenente il 25% di metanolo e il 75% di xilolo, di nuovo 10 minuti sulla 
bascula a RT. Si passano poi gli ovociti due volte per 15 minuti ciascuno in 
xilolo 100% e infine vengono versati con lo xilolo in un becker e messi a 
60°C per 15-20 minuti. Dopo che è trascorso questo tempo si aggiunge un 
ugual volume di paraffina liquida filtrata con carta 3MM e si tiene il becker 
a 60°C per 45 minuti. Si sostituisce quest’ultima soluzione con altra 
paraffina in cui gli ovociti restano a 60°C per 20 minuti. Sostituiamo 
nuovamente la paraffina con altri ml di paraffina, lasciando sempre a 60°C 
per 4-5 ore o o/n. Poi si pongono gli ovociti in paraffina pulita per 20 
minuti; quindi con un movimento veloce, così che gli ovociti non restino 
attaccati al fondo del becker, si versano ovociti e paraffina in una piastra 
Petri riscaldata a 60°C, distanziandoli il più possibile con un ago passato 
sulla fiamma e lasciando quindi raffreddare la paraffina nella piastra a 
temperatura ambiente. La Petri viene poi lasciata a 4°C per almeno 4 ore. 
 
2.11.7 Sezioni di ovociti al microtomo 
 
Per ottenere sezioni di ovociti da ibridare o già ibridati per “whole 
mount” si taglia, con una lama passata sulla fiamma, un blocchetto di 
paraffina contenente ovociti. Si monta il blocchetto di paraffina su un 
blocchetto di legno che viene fissato a un microtomo Reichert-Jung. Col 
microtomo vengono tagliate sezioni spesse 12-20 μm che vengono poste 
sopra vetrini gelatinati, sui quali viene prima versata qualche goccia di 
acqua, che poggiano su una piastra scaldante a 40 °C. Una volta che la 
maggior parte dell’ acqua sui vetrini è evaporata, questi possono essere 
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lasciati sulla piastra anche o/n. Le sezioni di ovociti già ibridati verranno 
poi deparaffinate con due passaggi in xilolo di 15-20 minuti ciascuno a RT 
e montate con vetrini coprioggetto, puliti con EtOH assoluto, applicando 
alcune gocce di resina Eukitt. Si conservano a 4°C. Le sezioni da ibridare 
verranno poi deparaffinate, reidratate, fissate in paraformaldeide al 4% e 
lasciate asciugare a 37ºC O/N. Si conservano a 4ºC. 
 
 
2.12  Inclusione dei testicoli in tissue-tek 
 
I testicoli vengono fissati per circa 1 ora in parafolmaldeide 4% in 
oscillazione. Segue il trasferimento in saccarosio 20% (crioprotettore) a 4°C 
O/N. A questo punto si procede all’inclusione in tissue tek e alla 
conservazione a –80°C.  
 
 
2.12.1 Sezioni di testicoli al criostato 
 
Per ottenere sezioni di testicoli inclusi, si monta il blocchetto 
contenente il materiale da tagliare su un supporto metallico che viene 
fissato al criostato. Con il criostato vengono tagliate sezioni spesse 8-12 μm 
che vengono poste sopra vetrini SUPERFROST/PLUS. I vetrini vengono in 
seguito posti per 5 minuti sopra una piastra riscaldante regolata sui 37°C per 
poi essere conservati a –80°C.  
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2.13 Ibridazione in situ su sezioni di gonadi adulte  
  tagliate al criostato e al microtomo 
 
I vetrini che sono conservati a –80°C (testicoli) devono essere 
innanzitutto scongelati. I vetrini conservati a 4°C (ovociti) devono essere 
deparaffinati, reidratati, fissati in paraformaldeide 4% e lasciati asciugare a 
37ºC o/n. In questa fase che precede l’ibridazione devono essere mantenute 
condizioni strettamente RF (RNase free). A questo punto si procede con la 
fase di ibridazione, in cui viene utilizzato un buffer di ibridazione 
preriscaldato a 65°C a cui si è aggiunta la sonda marcata con digossigenina; 
in questo lavoro di tesi la concentrazione di probe presente è di 500 ng per 
ogni ml di miscela per le sezioni al criostato e di 1µgr per ogni ml di 
miscela per le sezioni al microtomo. 
Su ciascun vetrino vengono posti 150 μl della soluzione contenente 
la sonda, per poi essere coperti con il vetrino coprioggetto. I vetrini 
vengono posti all’interno di un contenitore contenente della carta 3MM 
imbevuta di una soluzione costituita  da 50 % di formammide e da sali 1X. 
La formammide è contenuta in questa soluzione in quantità sufficienti per 
creare un ambiente denaturante che impedisce la formazione di strutture 
secondarie da parte della  sonda, ma al tempo stesso non ostacola la 
reazione di ibridazione. 
I vetrini vengono messi a ibridare a 65°C o/n (l’ibridazione risulta 
favorita da un ambiente umido). A questo punto sono necessari una serie di 
lavaggi di post-ibridazione con una soluzione preriscaldata a 65°C o/n. Si 
inizia con un primo lavaggio di 15 minuti a 65°C a cui seguono 3 lavaggi di 
30 minuti ciascuno alla temperatura di 65°C. Successivamente vengono 
compiuti 2 lavaggi di 30 minuti ciascuno a temperatura ambiente in MABT. 
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Segue su ciascun vetrino una preincubazione di 2 ore a temperatura 
ambiente, in “blocking buffer”. Si incuba o/n a temperatura ambiente con 
l’anticorpo anti_DIG diluito in “blocking buffer” ( diluizione 1:2500). 
Per rimuovere l’eccesso di anticorpo si procede con 5 lavaggi in 
MABT di 30 minuti ciascuno a temperatura ambiente. Seguono poi due 
lavaggi di 10 minuti ciascuno con il tampone della fosfatasi alcalina, l’ 
APB. A questo punto si procede preparando una soluzione di APB in cui si 
aggiunge il substrato della fosfatasi alcalina; la soluzione di rivelazione 
impiegata è la NBT/BCIP (18 μl di NBT/BCIP per ciascun ml di APB). Su 
ciascun vetrino vengono posti 150 μl della soluzione appena preparata e si 
coprono con il vetrino coprioggetto, lasciandoli rigorosamente al buio o/n 
alla temperatura di 14°C.  In questa fase la fosfatasi alcalina coniugata 
all’anticorpo scinde il substrato NBT/BCIP generando un prodotto colorato 
che rende possibile evidenziare le zone in cui la sonda si è ibridata.  
Se il segnale ottenuto è ritenuto sufficiente si procede bloccando la 
reazione cromogenica attraverso due lavaggi in PTw. 
   
Soluzioni: 
 
 
          Soluzione di post-ibridazione: 
          SSC                              1X 
          Formammide                50% 
          Tween-20                     0,1%   
 
          MABT 
          MAB                            1X 
          Tween-20                     0,1% 
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           Blocking Buffer  
          MABT 
          Blocking reagent          2% 
          SIERO                         20% 
 
 
         PTw 
         PBS                               1X 
         Tween-20                      0,1% 
 
 
 
2.14 Fotografie 
 
Le fotografie delle gonadi adulte sono state realizzate mediante una 
fotocamera digitale Roper Coolsnap CF montata in asse focale ad uno 
stereoscopio Nikon SMZ1500 con l’ausilio di una coppia di fibre ottiche 
Gli/136P. 
Il trattamento delle immagini è stato realizzato con l’ausilio del 
software Adobe Photoshop CS. 
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3.1 Strategia di isolamento del clone di cDNA RlYB2 
Allo scopo di intraprendere un’analisi molecolare della 
gametogenesi sia delle due specie parentali che dell’ibrido 
ibridogenetico, ho isolato e caratterizzato in Rana lessonae un gene 
omologo alla famiglia Y-BOX. 
 
3.1.1  Isolamento di un clone di cDNA parziale 
Utilizzando primers degenerati disegnati sul dominio  
conservato CSD (vedi materiali e metodi § 2.3) ho effettuato 
esperimenti di RT-PCR su  cDNA sintetizzato da RNA totale estratto 
da ovociti stadio I e II di esemplari adulti di R. lessonae. Il cDNA 
parziale lungo circa 100pb è stato confrontato con sequenze presenti 
in banca dati rivelando un’alta similarità con geni della famiglia Y-
BOX (fig.1). 
 
 
RlYB     ------------------------------------------------------------ 
FRGY2    ---------------HAGTVISRRSMSEAEA-QEPEPVPQPES--------------EPE 30 
FRGY1    RERKADSRELERQQPHRRPELPSTPRGEVKANQPPARVTTSESSQTYTIKDTMSSEVETQ 60 
    
RLYB     ------------------------------GTVKWFNVRNGYGFINRNDTKEDVLVHQTA 30 
                                                                         
FRGY2    IQKP-------GIAAARNQANKKVLATQVQGTVKWFNVRNGYGFINRNDTKEDVFVHQTA 83 
FRGY1    QQQPDALEGKAGQEPAATVGDKKVIATKVLGTVKWFNVRNGYGFINRNDTKEDVFVHQTA 120 
                                       ************************:***** 
RLYB     IKRNNPRKFLRSVGDGETVEFDVVEGEKGAEAANVT------------------------ 66 
FRGY2    IKKNNPRKFLRSVGDGETVEFDVVEGEKGAEAANVTGPGGVPVKGSRFAPNR---RRFRR 140 
FRGY1    IKKNNPRKYLRSVGDGETVEFDVVEGEKGAEAANVTGPEGVPVQGSKYAADRNHYRRYPR 180 
         **:*****:***************************                         
RLYB     ------------------------------------------------------------ 
FRGY2    RFYRPRADTAGESGGEGVSPEQMSEGERGEETSPQQRP-QRRRPPPFFYRRRFRRGPRPN 199 
FRGY1    RRGPPRNYQQNYQNNESGEKAEENESAPEGDDSNQQRPYHRRRFPPYYSRRPYGRRPQYS 240 
    
RLYB     ------------------------------------------------------------ 
                                                                         
FRGY2    NQQNQGAEVTEQSENKDPVAPTSEALASGDDPQRPPPRRFRQRFRRPFRPRPAPQQTPEG 259 
FRGY1    NAPVQG----EEAEGADSQG-TDE---QGRPARQNMYRGFRPRFRR--GP-PRQRQPREE 289 
    
RLYB     ------------------------------------------------------------ 
                                                                         
FRGY2    GDGETKAESGEDPR--PEPQRQRNRPYVQRRRRQGATQVAATAQGEGKAEPTQHPASEEG 317 
FRGY1    GNEEDKENQGDETQSQPPPQRRYRRNFNYRRRR------------------PENPKSQDG 331 
                                                                             
RLYB     ----------------------------- 
FRGY2    TPSDSPTDDGAPVQSSAPDPGIADTPAPE 346 
FRGY1    KETKAAETSAENTSTPEAEQGGAE----- 355 
 
                                
Figura 1 Multiallineamento che mostra la similarità tra la putativa sequenza aminoacidica di 
RlYB e le proteine FRGY1 e FGRY2 di Xenopus.  
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3.1.2 Completamento della sequenza e isolamento del                    
clone “full-lenght” 
Allo scopo di completare la sequenza del clone di cDNA 
parziale ho disegnato oligonucleotidi specifici sulla sequenza 
nucleotidica di RlYB. Dagli esperimenti di 5’e 3’RACE ho ottenuto 
diverse bande tra le quali ho selezionato quelle di maggiore intensità, 
rispettivamente di 1000pb e di 250pb per le regioni 3’ e 5’ mancanti. 
La presenza di una serie di bande di differente lunghezza può essere 
attribuita al fatto che per isolare il framento di cDNA parziale ho 
utilizzato dei primers degenerati, disegnati sui domini CSD che sono 
altamente conservati all’interno della famiglia Y-Box. I diversi 
frammenti ottenuti dalle amplificazioni potrebbero presumibilmente 
appartenere a geni di un’altra sottofamiglia, o, alternativamente, 
rappresentare trascritti diversi dello stesso gene derivati da eventi di 
splicing alternativo (fig.2; fig.3). 
 
 
 
1000pb 
500pb 
 
Figura 2  Esperimento di 3’RACE. 
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1000pb 
500pb 
250pb 
 
Figura 3  Esperimento di 5’RACE. 
 
 
 
 
 
 I frammenti di 1000pb e 250pb sono stati clonati e dalla 
sovrapposizione delle due sequenze ho ottenuto una sequenza 
completa di  1273 pb comprendente la regione codificante (fig.4). Per 
avere una ulteriore conferma che i frammenti al 5’ e al 3’, 
separatamente clonati, rappresentino regioni diverse dello stesso gene, 
ho condotto esperimenti di PCR con primers specifici disegnati nelle 
regioni 5‘ e 3’ UTR che mi hanno permesso di isolare il frammento di 
cDNA completo (fig.5). 
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GGAGCCGGGCTCGGCTCTCGGTAACAGGTGGGGAAGAACTGACGCCGCCAACAGCTGAAGAGACCGAGA
ATGACGGAGGTGGAGTCCCGAGGCCCAGAACCGGCAATAGAGGAGCCCGAAAAAGTCACTGCTGGGCCC
AACCGGAACCAGGCCAAGAAAGTGCTGGCCACCCAGGTGCAGGGCACGGTGAAGTGGTTCAATGTGCGG
AATGGATACGGCTTTATAAACAGGAATGACACCAAGGAAGATGTCTTTGTCCATCAGACGGCAATAA
AGAGGAACAACCCTCGGAAGTTCCTTCGCAGTGTTGGGGACGGGGAGACGGTAGAGTTCGATGTGGTG
GAAGGAGAGAAGGGTGCAGAAGCCGCCAATGTGACTGGCCCTGGGGGTGTGCCGGTCAAGGGCAGCAG
ATTTGCCCCAAACAGACGGAGGTTCCGTAGGCGGCCATTTCGACCAAGAGGGGATATGGCCGGGTCTGG
TGGAGAAGGTGGGAATGCAGAGCCTCAGAGTGAGGGGGAGAGAGGAGAAGATGCCTCCCCCCAGCAAA
GACCACCACGTAGGCGCCCACCTCCTTTCTTCTACAGACGTCGCTTTGGAAGAGGTCCTAGGCCACCTGG
TCAGCAGCAAGCCTCAGAGGATGCAGAGAATAAAGATCCAGCAGCAGACGCTCAGCCTGGTGGAGATG
ACCAGCAGAGGCCGCCTCCACGCCGCTTCCGCCCCAGATGGCGCAGACCTTTCCGCCCTCGACCTCCACCA
ACGCAGACCGCAGAAGGAGAAAACGCTGCCAAACCACCCACAGCTAACGAAGAGCTTCGTCCAGAGCCT
CAGCGTCAGAGGAACCGCCCTTATTTCCAGCGACGCAGGCGGGGAGGAGGGGCCCCAGGGCAGGCCGCA
GCTCCGGGTGAGGAAAGAAATGCAGCTGAGCcCAGCCAAAGCCcCcCCTCAGAAGATGCTCCTAAGCCA
TCGGGTAGCCCTACAGAGGCTGGGAAGAGCCGGGCTGAGGCCTCTTCTCCACCTCCGGCTGTGGCAGCGG
AAGTCTCTGCACCAGAGTGAGCCCTCAAATCCCAGCTGCATCTGTTATCAGGTGCCATGGATTTCCTTC
TTATTGCGGCACGTATCTTTGGAGCACAATGTGGGATGAAATGGAAGCGTGTCACAATGTATGGGATT
GTTTCCACTTTAGGACTTTATTTTTTTATTCCACTGACTTGTGTGGTAGTAAGGAGGGAAGCCCCCAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACC 
 
Figura 4 Sequenza completa: gli oligonucleotidi sottolineati sono i primers usati per 
amplificare il clone completo, le sequenze in giallo sono la presunta metionina di inizio 
traduzione e il codone di stop, in rosso è indicata la sequenza del frammento di cDNA 
parziale. Le regioni 5’ e 3’ UTR sono in blu. 
 
 
 
 
 
 
1100pb 
1000pb 
500pb
 
Figura 5 Amplificazione del frammento di cDNA completo. 
 
 Dall’amplificazione ho ottenuto un frammento di circa 1100pb 
(fig.4) che ho clonato e sequenziato (fig.5). Dall’analisi bionformatica 
si deduce che il gene isolato appartiene alla sottofamiglia YB-2 della 
quale fanno parte FRGY2, MSY2 e YB2 con cui mostra un alto grado 
di similarità (fig.6); il clone contenente la sequenza completa è stato 
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quindi denominato RlYB2. In particolare la sequenza aminoacidica 
dedotta sulla base di quella nucleotidica, possiede un’identità del 63% 
con FRGY2 di Xenopus, del 62% con MSY2 di topo e del 52% con 
YB-2 di uomo; una percentuale di identità più bassa risulta invece 
dalla comparazione di RLYB2 con  i membri della sottofamiglia YB-
1, mostrando una percentuale di identità del 42% con FRGY1 di 
Xenopus, del 40% con MSY1 di topo e infine del 34% con Yps di 
Drosophila. Le più elevate percentuali di identità si hanno a livello dei 
domini CSD (Tabella 1). 
 
De               ------------------------------------------------------------ 
Dj               ------------------------------------------------------------ 
RlYB2            -MTEVESRG--------------------------------------------------P 9 
FGRY2            -MSEAEAQE--------------------------------------------------P 9 
MSY2             ------------------------------------------------------------ 
YB2              -MSEVEAAAGATAVPAATVPATAAGVVAVVVPVPAGEPQKGGGAGGGGGAASGPAAGTPS 59 
MSY1             MSSEAETQQPPAAP---------------------------------------------A 15 
YB1              MSSEAETQQPPAAPPA-------------------------------------------A 17 
FGRY1            MSSEVETQQ--------------------------------------------------- 9 
Ipsilon          MADAAESKPLAAEQQQAQ----------------------------------------QQ 20 
                                                                              
 
De               --MADIQTSPTERSVHATE----------KKILAYDYLATKINGKVKWFNVKSGYGFINR 48 
Dj               --MANNQEKTDEYEGNAAD----------SSKQK-QLLHTGITGKVKWFNVKRGYGFVCR 47 
RlYB2            EPAIE---EP--EKVTAG---------PNRNQA-KKVLATQVQGTVKWFNVRNGYGFINR 54 
FGRY2            EPVPQPESEPEIQKPGIA---------AARNQANKKVLATQVQGTVKWFNVRNGYGFINR 60 
MSY2             --MSRRAGQAGSAKA----------------------LAIQVLGTVKWFNVRNGYGFINR 36 
YB2              APGSRTPGNPATAVSGTPA-------PPARSQADKPVLAIQVLGTVKWFNVRNGYGFINR 112 
MSY1             AALSAADTKPGSTGSGAGSGGPGGLTSAAPAGGDKKVIATKVLGTVKWFNVRNGYGFINR 75 
YB1              PALSAADTKPGTTGSGAGSGGPGGLTSAAPAGGDKKVIATKVLGTVKWFNVRNGYGFINR 77 
FGRY1            ---QQPDALEGKAGQ-----------EPAATVGDKKVIATKVLGTVKWFNVRNGYGFINR 55 
Ipsilon          PEQQQNPPNPQEQDHEQEPLDELQGQQGQPAPPTKEVIATKVTGTVKWFNVKSGYGFINR 80 
                                                      :   : *.******: ****: * 
 
De               NDNQEDIFVHQTAILKNNPRKWQRSVGDGEEVEFDVVEGEKGLEAANVTGPDGIPVQGSK 108 
Dj   
RlYB2            NDTKEDVFVHQTAIKRNNPRKFLRSVGDGETVEFDVVEGEKGAEAANVTGPGGVPVKGSR 114 
            NDNQEDIFIHQSAIVKSNPDHPRKSVGEGEEILFDIVKGAKGNEAANVSAIDGKCVKGSE 107 
FGRY2            NDTKEDVFVHQTAIKKNNPRKFLRSVGDGETVEFDVVEGEKGAEAANVTGPGGVPVKGSR 120 
MSY2             NDTKEDVFVHQTAIKRNNPRKFLRSVGDGETVEFDVVEGEKGARAANVTGPGGVPVKGSR 96 
YB2              NDTKEDVFVHQTAIKRNNPRKFLRSVGDGETVEFDVVEGEKGAEATNVTGPGGVPVKGSR 172 
MSY1             NDTKEDVFVHQTAIKKNNPRKYLRSVGDGETVEFDVVEGEKGAEAANVTGPGGVPVQGSK 135 
YB1              NDTKEDVFVHQTAIKKNNPRKYLRSVGDGETVEFDVVEGEKGAEAANVTGPGGVPVQGSK 137 
FGRY1            NDTKEDVFVHQTAIKKNNPRKYLRSVGDGETVEFDVVEGEKGAEAANVTGPEGVPVQGSK 115 
Ipsilon          NDTREDVFVHQSAIARNNPKKAVRSVGDGEVVEFDVVIGEKGNEAANVTGPSGEPVRGSQ 140 
                 **.:**:*:**:** :.** :  :***:** : **:* * ** .*:**:.  *  *:**. 
 
De               YAADKRHYRSRSFGRAVGRGFGGKVRSLK-----NGPRGRSLSREMDSTTEDAGPEGDAV 163 
Dj   
RlYB2            FAPNRRRFRRRPFR---PRGDMAG-SGGEGGNA--EPQSEGERGEDASPQQRPPRRRPPP 168 
            YALRYPRGRGR--GRGVFRGRG---------------RSRVVSEEGDMHTQEFARGRGRP 150 
FGRY2            FAPNRRRFRRRFYR---PRADTAGESGGEGVSP--EQMSEGERGEETSPQQRPQRRRPPP 175 
MSY2             YAPNRRRFRRFIPR---PRPAAPPPMVAEAPSGGTEPGSEGERAEDSG--QRPRRRRPPP 151 
YB2              YAPNRRKSRRFIPR---PPSVAPPPMVAEIPSAGTGPGSKGERAEDSG--QRPRRWCPPP 227 
MSY1             YAADRNHYRRYPRRRGPPRNYQQNYQNSESGEK-NEGSESAPEGQ-AQQRRPYRRRRFPP 193 
YB1              YAADRNHYRRYPRRRGPPRNYQQNYQNSESGEK-NEGSESAPEGQ-AQQRRPYRRRRFPP 195 
FGRY1            YAADRNHYRRYPRRRGPPRNYQQNYQNNESGEK-AEENESAPEGDDSNQQRPYHRRRFPP 174 
YPS              FAADKRRNFRPWMKKNRRKDGEVEGEDAESSAQ-QQQQQAAPIVDGQPQQQVQSGPRQPR 199 
                 :*    :                                     :     .          
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De               FGTERRRTLPIR----------------------------------RRSY-YPRPMPPPP 188 
Dj   
RlYB2            FFYRRRFGRGPR------PPGQQ----QASEDAENKD---PAADAQPGGDDQQRPPPRRF 215 
            FRGGRPYVVQYR----------------------------------KPNYNYDMPQQYFY 176 
FGRY2            FFYRRRFRRGPR------PNNQQNQGAEVTEQSENKDPVAPTSEALASGDDPQRPPPRRF 229 
MSY2             FFYRRRFVRGPR------PPNQQ-QPIEGSDGVEPKE-TAPLEGDQQQGDE--RVPPPRF 201 
YB2              FFYRRRFVRGPR------PPNQQ-QPIEGTDRVEPKE-TAPLEGHQQQGDE--RVPPPRF 277 
MSY1             YYMRRPYARRPQ------YSNPP----VQGEVMEGAD----NQGAGEQGRPVRQNMYRGY 239 
YB1              YYMRRPYGRRPQ------YSNPP----VQGEVMEGAD----NQGAGEQGRPVRQNMYRGY 241 
FGRY1            YYSRRPYGRRPQ------YSNAP----VQGEEAEGAD----SQGTDEQGRPARQNMYRGF 220 
YPS              QNFRRGPPGGPPGGPRGGPRGPPGGAPGGPRRYNNYYLRQPRRGLGGGDGSAEPGVHDQN 259 
                     *                                           .            
 
De               QGGYYMNRRPLPSRDDYRESDEYENRTMIMGYRGGGVPRRRFIGG-FGRGGHANGGSGAN 247 
Dj   
RlYB2            RPRWRRPFRPRPPPTQTAEGENAAKPPTAN--EELRPEPQRQRNRPYFQRRRRGGGAPGQ 273 
            EFDYYRGP-PRGQGEDFVDEVLGGVSPREVPMKYEQFDNEMFDRRPFGRGRPRGRGRGR- 234 
FGRY2            RQRFRRPFRPRPAPQQTPEGGDGEAKAESG--EDPRPEPQRQRNRPYVQRRRRQGATQVA 287 
MSY2             RPRYRRPFRPRPPQQPTTEGGDGETKPSQGPTDGSRPEPQRPRNRPYFQRRRQQPPGP-- 259 
YB2              RPRYRRPFRPRPRQQPTTEGGDGETKPSQGPADGSRPEPQRPRNRPYFQRRRQQAPGPQQ 337 
MSY1             RPRFRR--GP-PRQRQPREDGNEEDKENQGDETQGQQPPQRRYRRNFNYRRRRPENPKPQ 296 
YB1             RPRFRR--GP-PRQRQPREDGNEKKKKK-------------------------------- 266 
FGRY1            RPRFRR--GP-PRQRQPREEGNEEDKENQGDETQSQPPPQRRYRRNFNYRRRRPENPKSQ 277 
Ipsilon          PEGLQRGEGQGPRRGGGPPGGPQRRFFRRN--FNNGPPPPRRDGGEYIQGQGPPRPQQPR 317 
                                                                              
 
De               TYIRG--------YSPGPPNAR-------------RYMDSRPGPVMNIFQIQDQ 280 
Dj               SRGRG--------RGRGSPRDN-------------PKANENEEQHQSDQPLQD- 266 
RlYB2            AAAPGEERNAAEPSQSPPSEDAPKPSGSPTEAGKSRAEASSPPPAVAAEVPAPE 327 
FGRY2            ATAQGEGK--AEPTQHPASEEG-TPSDSPTDDG-APVQSSAPDPGIA-DTPAPE 336 
MSY2             -------------RQPIAAETS------------APINSGDPPTTILE------ 282 
YB2              APG---------PRQPAAPETS------------APVNSGDPTTTILE------ 364 
MSY1             DG-----------KETKAADPP-------------AENSSAPEAEQGGAE---- 322 
YB1              ------------------------------------------------------ 
FGRY1            DG-----------KETKAAETS-------------AENTSTPEAEQGGAE---- 303 
YPS              -----------RQRKPNGPG-------GGSEQQPEKNGAQELQNTTTESTA- 352 
 
Figura 6 Multiallineamento tra la sequenza aminoacidica di RlYB2 e quella di altre proteine 
appartenenti alla famiglia Y-Box, in rosso sono evidenziate le regioni di identità 
aminoacidica. 
 
 
 
 
 
SeqA  Lunghezza 
seqA (aa) 
SeqB  Lunghezza 
seqB (aa) 
% di 
identità 
RlYB2 327 aa FRGY1 303 aa 42 
RlYB2 327 aa FRGY2 336 aa 63 
RlYB2 327 aa Yps 352 aa 34 
RlYB2 327 aa MSY1 322 aa 40 
RlYB2 327 aa MSY2 282 aa 62 
RlYB2 327 aa YB-1 266 aa 43 
RlYB2 327 aa YB-2 364 aa 52 
RlYB2 327 aa De1 280 aa 40 
RlYB2 327 aa Dy1 266 aa 29 
 
Tabella 1 Percentuali di identità aminoacidica tra RlYB2 e altre proteine della famiglia Y-
Box; in rosso sono indicate le percentuali di identità più elevate. 
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3.2  Esperimenti di RT-PCR eseguiti su tessuti 
 
Allo scopo di analizzare il domino di espressione di RlYB2 ho 
compiuto esperimenti di RT-PCR su alcuni tessuti somatici (cuore, 
fegato, cervello, intestino e milza) e germinali (ovario e testicolo) di 
esemplari adulti delle due specie parentali e dell’ibrido. I risultati 
mostrati in fig.7 e riferiti a R. lessonae, evidenziano che il trascritto è 
espresso nell’ovario, debolmente espresso nel testicolo e totalmente 
assente nei tessuti somatici. R. ridibunda e R. esculenta mostrano un 
pattern di espressione simile (dati non mostrati). 
 
 
 Cuore         fegato       cervello      intestino     milza       ovario        testicolo        -RT 
RlYB2 
 
Β-actina 
 
 
Figura  7 Esperimenti di RT-PCR su tessuti somatici e germinali di esemplari adulti di R. 
lessonae. 
 
 
 
3.3 Analisi di espressione di RlYB2 in gonadi di esemplari 
adulti appartenenti alle specie parentali R. ridibunda e R. 
lessonae e all’ibrido ibridogenetico R. esculenta. 
 
 
Il primo passo è stato quello di costruire una sonda a RNA, 
marcata con DIG,  utilizzando il clone completo di cDNA da usare 
negli esperimenti di ibridazione in situ whole mount  e su sezione. 
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3.3.2 Analisi di espressione di RlYB2 in ovario mediante 
ibridazione  in situ whole mount     
 
Il gene risulta espresso in ovociti agli stadi precoci (stadi I e II) 
ed è assente in stadi più tardivi dell’ovogenesi (stadi III, IV, V e VI)  e 
nelle cellule follicolari (fig. 8, 9 e 10). I tre taxa (R. ridibunda, R. 
lessonae e  R. esculenta) mostrano un profilo di espressione del gene 
RlYB2 simile durante l’ovogenesi. 
 
 
 
 
 
I 
II 
 
 
Figura 8  Ibridazione in situ whole mount su ovociti a diversi stadi di sviluppo della specie 
parentale R. lessonae. 
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Figura 9  Ibridazione in situ whole mount su ovociti a diversi stadi di sviluppo della specie 
parentale R. ridibunda. 
 
 
 
 
 
I 
II 
 
 
Figura 10  Ibridazione in situ whole mount su ovociti a diversi stadi di sviluppo dell’ibrido R. 
esculenta. 
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3.3.2 Esperimenti di RT-PCR eseguiti su ovociti a vari 
stadi di sviluppo 
 
Al fine di analizzare quanto visto con gli esperimenti di whole 
mount ho eseguito degli esperimenti di RT-PCR su ovociti a diversi 
stadi di sviluppo delle due specie parentali e dell’ibrido. I risultati 
evidenziano che RlYB2 è espresso in ovociti agli stadi I e II 
confermando quanto ottenuto con le precedenti tecniche di ibridazione 
(fig.12). 
 
 
 
 
 
   I-II          III            IV          V-VI         -RT  
 
 
RlYB2 
 
 
 
Β-actina 
 
 
 
Figura 12 Esperimenti di RT-PCR eseguiti  su ovociti a differenti stadi di sviluppo della 
specie parentale R. lessonae. 
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3.3.3  Studio della distribuzione del trascritto tramite 
sezioni al microtomo di ovociti ibridati e ibridazione in 
situ su sezioni al criostato 
 
 
Al fine di compiere un’analisi più dettagliata della distribuzione 
del trascritto ho incluso gli ovociti, che erano stati precedentemente 
ibridati tramite la tecnica di ibridazione in situ whole mount, per fare 
delle sezioni al microtomo. I risultati mostrano che il trascritto RlYB2 
è distribuito uniformemente nel citoplasma di ovociti a stadio I e II sia 
di R. ridibunda, R. lessonae e R. esculenta (fig.11, 12, 13). 
 
 
 
 
 
I 
 
 
 
Figura 11 Sezioni al microtomo di ovociti stadio I di R. ridibunda precedentemente sottoposti 
a ibridazione in situ whole mount con la sonda RlYB2. 
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 II
 
 
Figura 12 Sezioni al microtomo di ovociti stadio II di R. lessonae precedentemente sottoposti 
a ibridazione in situ whole mount con la sonda RlYB2. 
 
 
 
 
II
 
 
Figura 13 Sezioni al microtomo di ovociti stadio II di R. esculenta precedentemente sottoposti 
a ibridazione in situ whole mount con la sonda RlYB2. 
 70
Successivamente ho effettuato esperimenti di ibridazione in situ 
su sezioni ottenute al criostato di ovociti appartenenti alle due specie 
parentali e all’ibrido a diversi stadi di sviluppo. I risultati ottenuti 
hanno confermato quanto osservato precedentemente per le sezioni al 
microtomo. Il trascritto è distribuito uniformemente nel citoplasma di 
ovociti di stadio I e a stadio II (fig.14 e 15). 
 
 
 
 
 
I
II
 
 
Figura 14 Sezione al criostato di ovociti stadi I e II  di R. esculenta sottoposti a ibridazioni in 
situ con la sonda RlYB2. 
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Figura 15 Sezione al criostato di ovociti stadi I e II  di R.lessonae sottoposti a ibridazioni in 
situ con la sonda RlYB2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 72
  
 
 
 
 
                        
Sezione IV 
 
 
Discussione 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 73
Le proteine Y-Box svolgono un ruolo fondamentale nei 
meccanismi che regolano l’immagazzinamento degli RNA messaggeri 
in ovociti, spermatociti e spermatidi, regolando così la loro 
espressione durante la gametogenesi. Nel mio lavoro di tesi ho isolato 
nella specie R. lessonae, appartenente al sistema ibridogenetico Rana 
esculenta complex, un gene facente parte della famiglia Y-Box. 
L’analisi bioinformatica della sequenza nucleotidica ha 
messo in evidenza una elevata similarità con geni appartenenti alla 
sottofamiglia YB-2, quali FRGY2 di Xenopus (Tafuri e Wolffe, 1990; 
Wolffe et al., 1992; Matsumoto et al., 2003), MSY2 di topo (Kleene, 
2003; YU et al., 2003) e YB-2 di uomo (Tekur et al., 1999). La 
sequenza di RlYB2 presenta caratteristiche tipiche delle proteine Y-
box come la presenza di un dominio CSD, fondamentale per il legame 
agli acidi nucleici, in posizione N-terminale e isole di aminoacidi 
basici/aromatici e di aminoacidi acidi in posizione C-terminale. 
All’interno del dominio CSD risultano conservati i motivi RNP-1 e 
RNP-2 essenziali per il legame all’RNA (Kick et al., 1987; Murray et 
al., 1991). 
Ho utilizzato RlYB2 come marcatore per intraprendere 
un’analisi molecolare della gametogenesi delle due specie parentali R. 
ridibunda e R. lessonae e dell’ibrido ibridogenetico R. esculenta.  
Esperimenti di RT-PCR su vari tessuti estratti dalle due specie 
parentali e dall’ibrido evidenziano che RlYB2, analogamente ad altri 
geni della stessa sottofamiglia, è esclusivamente espresso in tessuti 
germinali.  
Ibridazioni in situ su gonadi di esemplari adulti mostra che 
RlYB2 è espresso in fasi precoci dell’ovogenesi, in particolare risulta 
espresso e distribuito uniformemente nel citoplasma di ovociti allo 
stadio I e II, mentre risulta assente negli ovociti a stadi successivi di 
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sviluppo. Questo “pathway” di espressione, confermato anche da saggi 
di RT-PCR su ovociti a differenti stadi di sviluppo, suggerisce che 
RlYB2 possa essere implicato nelle prime fasi di maturazione 
ovocitaria. 
Differentemente da quanto mostrato dai saggi di RT-PCR, i 
risultati ottenuti dagli esperimenti di ibridazione in situ su sezioni di 
testicolo non evidenziano alcun segnale di ibridazione; questa 
discrepanza potrebbe essere attribuita alla maggiore sensibilità del 
metodo di RT-PCR che rivela livelli di espressione genica anche molto 
bassi. 
Il confronto con domini di espressione di altri membri della 
sottofamiglia YB-2 evidenzia che RlYB2 possiede un profilo di 
espressione simile a quello di FRGY2 di Xenopus, essendo entrambi i 
trascritti presenti in ovociti a stadi precoci di maturazione. Il pattern di 
espressione di RlYB2 differisce invece da quello analizzato nei 
mammiferi, in quanto MSY2 di topo è espresso in cellule germinali sia 
maschili che femminili, mentre YB-2 di uomo risulta espresso 
esclusivamente nella linea germinale maschile.  
 
 
Conclusioni e prospettive di studio: 
 
• Il pattern di espressione di RlYB2 lascia supporre un ruolo di 
questo gene in fasi precoci di differenziamento delle cellule 
germinali durante l’ ovogenesi di rane verdi paleartiche 
occidentali. 
• Ritengo interessante utilizzare RlYB2 come marcatore specifico 
di cellule germinali per effettuare un’analisi comparativa di 
espressione genica in fasi premetamorfiche di sviluppo di R. 
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ridibunda, R. lessonae e R. esculenta, in cui si ritiene che 
avvengano gli eventi di esclusione genomica e di 
endoreduplicazione che caratterizzano la gametogenesi 
dell’ibrido. 
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